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Résumé 
 
Les azoles sont des fongicides présents dans les milieux aquatiques et connus pour inhiber des 
activités enzymatiques de cytochromes P450 (CYP), incluant plusieurs CYP impliqués dans 
le processus de la stéroïdogenèse gonadique chez les vertébrés. En revanche, il n‟y a que très 
peu d‟information sur le potentiel perturbateur endocrinien de ces molécules chez le poisson 
in vivo. Dans ce contexte, l‟objectif de ce travail de thèse est de caractériser le mécanisme 
d‟action d‟un fongicide pharmaceutique, le clotrimazole sur la stéroïdogenèse testiculaire 
chez le poisson zèbre au travers l‟étude d‟un réseau de gènes fonctionnels le long de l‟axe 
cerveau-hypophyse-gonade. Il s‟agit également d‟évaluer la capacité du clotrimazole à 
perturber la spermatogenèse. 
Nous montrons que le clotrimazole est capable d‟affecter la stéroïdogenèse de manière 
différente in vitro et in vivo (i) l‟exposition d‟explants testiculaires in vitro inhibe la synthèse 
de 11-kétotestostérone (11-KT), montrant une action directe de la molécule sur le testicule et 
(ii) l‟exposition in vivo provoque une augmentation de l‟expression de gènes impliqués dans 
le processus de la stéroïdogenèse. Une approche plus poussée des niveaux d‟expression de 
gènes au niveau de l‟axe hypophyse-gonade nous a permis de mettre en évidence un système 
de compensation biologique au niveau de l‟organisme, avec un rôle prépondérant de la voie 
Fsh/FshR dans la médiation des effets du clotrimazole sur le testicule. Enfin, des effets sur la 
spermatogenèse ont été observés in vivo suite à une exposition chronique au clotrimazole, 
avec une augmentation de la masse gonadique et du nombre de cellules de Leydig, 
accompagnée d‟une élévation des niveaux de 11-KT circulante. Les effets tissulaires observés 
sont cohérents avec des effets mesurés au niveau moléculaire, comme par exemple les effets 
observés sur des marqueurs de cellules germinales ou somatiques. 
L‟ensemble de ces données montre l‟intérêt de la démarche expérimentale utilisée, combinant 
(i) des approches in vitro et in vivo, mais également (ii) l‟étude d‟un réseau de gènes réalisée 
en parallèle d‟analyses au niveau tissulaire, pour caractériser le mécanisme d‟action du 
clotrimazole. Une telle approche pourrait être étendue à d‟autres composés agissant comme 
des inhibiteurs de CYP. Ce travail ouvre de nombreuses perspectives, en premier lieu sur 
l‟étude de l‟impact fonctionnel du clotrimazole sur la reproduction, en incluant des études 
mâles et femelles. 
 
Mots clefs : azoles fongicides, perturbateurs endocriniens, steroidogenèse, spermatogenèse, 
poisson zèbre (Danio rerio), in vivo et in vitro. 
Abstract 
 
Azole fungicides are detected in the aquatic environment and can inhibit enzymatic activities 
of cytochrome P450 (CYP), including several CYP involved in steroidogenesis in vertebrates. 
However, little information is available on the endocrine disrupting potency of these 
chemicals in fish in vivo. In this context, this thesis aims to characterize the mechanism of 
action of the pharmaceutical clotrimazole on testicular steroidogenesis in zebrafish using a 
network of functional genes along the brain-pituitary-gonad axis and to evaluate the effect of 
clotrimazole on spermatogenesis. 
We show that clotrimazole is able to affect steroidogenesis differently in vitro and in vivo (i) 
the exposure of testicular explants in vitro inhibits the synthesis of 11-ketotestosterone, 
showing a direct action on the testis, and (ii) in vivo exposure increases the transcript levels of 
genes involved in steroidogenesis. An integrative approach of gene expression measurements 
along the pituitary-gonad axis highlights a mechanism of biological compensation, with a 
critical role of the Fsh/FshR pathway in mediating the effects of clotrimazole on testicular 
steroidogenesis. Finally, effects on spermatogenesis were observed in vivo following chronic 
exposure to clotrimazole, with an increase in GSI as well as in number of Leydig cells. 
Elevated levels of circulating 11-KT were also observed. These observations are consistent 
with measurements at molecular level, since we observed an over-expression of cell-specific 
markers, i.e. piwil1 and igf3. 
Taken together, these data show the interest of an integrative approach, combining (i) in vitro 
and in vivo experiments, and (ii) the study of a functional gene network performed in parallel 
with tissue analysis in order to characterize the mechanism of action of clotrimazole. This 
approach could be extended to other compounds acting as inhibitors of CYP. This work raises 
further concerns, primarily on the study of the functional impact of clotrimazole on 
reproduction, including male and female studies. 
 
Keywords: azole fungicides, endocrine disruptors, steroidogenesis, spermatogenesis, zebrafish 






3β-HSD : 3β- hydroxystéroïde deshydrogénase 
11β-HSD : 11β-hydroxystéroïdes deshydrogénase 
11-KT : 11-kétotestostérone 
17β-HSD : 17β-hydroxystéroïdes deshydrogénase 
AChE : acéthycholinestérase 
Adiff = spermatogonies différenciées de type A 
Aund : spermatogonies indifférenciées de type A 
AhR : aryl hydrocarbon receptor (récepteur des hydrocarbures aromatiques) 
Amh : anti- mullerian hormone (hormone anti- mullerienne) 
AMPc : adénosine 3‟5‟ monophosphate cyclique 
AR : androgen receptor (récepteur des androgènes) 
ARNm : acide ribonucléique messager 
CAR : constitutive androstanes receptor ou récepteurs des androstanes 
CYP : cytochrome P450 
Cyp11c1 : cytochrome P450 11-β-hydroxylase 
Cyp17a1 : cytochrome P450c17 (17α-hydroxylase / 17, 20-lyase) 
Cyp19 : cytochrome P450 aromatase 
CYP51 : cytochrome P450 14α-déméthylase 
DHEA : déhydroépiandrostérone 
DHP : 17α,20 β-dihydroxy-4-pregnen-3-one 
Dmrt1 : doublesex and mab-3 related transcription factor 1 
DMSO : diméthylsulfoxyde 
DPH : day post hatch 
E2 : 17β-œstradiol 
EE2 : 17α-ethinyl-œstradiol 
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 
eSR34 : eel spermatogenesis related substance 34 
FgB : fibrogène B 
FgC : fibrogène C 
FI : facteur d‟induction 
Foxl2 : forkhead box L2 
FSDT : Fish Sexual Development Test 
FSH : follicle-stimulating hormone (hormone stimulant le follicule) 
FshR : follicle-stimulating hormone receptor 
FSK : forskoline 
GH : growth hormone (hormone de croissance) 
GnRH : gonadotropin-releasing hormones (gonadolibérine) 
Gnrh3 : gonadotropin-releasing hormone 3 
GSI : gonado-somatic index (rapport gonado-somatique) 
HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques 
HPG : axis: hypothalamo- pituitary- gonadal axis (axe hypothalamus- hypophyse- gonade) 
HPLC : Hight Performance Liquid Chromatography 
HSDs : hydroxystéroïdes déshydrogénases 
IGF-1 : insulin-like growth factor 1 
Imposex : imposition of male sex characteristics on female snails 
Jpf : jours post-fécondation 
LbT2 : lignée cellulaire hypophysaire gonadotrope 
LH : luteinizing hormone (hormone luteinisante) 
Log Kow : coefficient de partition octanol-eau 
MAS : meiosis-activating sterols (stérols activant la méiose) 
ND : Non détecté 
LOD : limit of detection (limite de détection) 
OCDE : organisation de coopération et de développement économiques 
OMS : organisation mondiale de la santé 
OSPAR : Convention pour la protection du milieu marin de l‟Atlantique du Nord-Est (OSPAR pour Oslo-Paris) 
P450 scc : cytochrome P450 side-chain clivage, également appelée Cyp11a 
PBDE : polybromodiphényléther 
PBS : tampon phosphate 
PCB : polychlorobiphényls 
PE : perturbateur endocrinien 
Piwil1 : piwi-like 1 ou ziwi 
PR : progesterone receptor ou récepteur de la progestérone 
PXR : pregnane-X receptor 
Q-PCR : quantitative polymerase chain reaction 
RT : reverse transcription 
Sox9 : SRY (sex determining region Y)-box 9 
SPE : solid phase extraction (extraction en phase solide) 
SSC : spermatogonial stem cell 
StaR : steroidogenic acute regulatory protein 
STEP : station d‟épuration des eaux usées 
SXR : récepteur des stéroïdes et des xénobiotiques 
T : testostérone 
TBT : tributylétain 
TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine 
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  Introduction générale 
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Depuis une vingtaine d‟années, la présence de perturbateurs endocriniens (PE) dans 
l‟environnement a soulevé de nombreuses interrogations au sein de la communauté 
scientifique en raison des risques qu‟ils représentent pour l‟homme et les écosystèmes 
(Colborn and Clement 1992; Kavlock et al., 1996). En effet, les PE peuvent causer des « 
effets néfastes sur la santé d‟un organisme ou sa descendance, secondairement à des 
changements de la fonction endocrine » (OCDE, 1999) (Who 2002). Leurs mécanismes 
d‟action sur le système endocrinien sont multiples puisqu‟ils peuvent agir sur l‟ensemble des 
étapes de la régulation endocrine, depuis la synthèse des hormones jusqu‟à leur action au 
niveau des tissus cibles (Kavlock et al., 1996). Outre cette diversité d‟actions, les PE 
regroupent une vaste catégorie de substances chimiques de natures et de structures très variées 
puisque sous ce terme sont regroupés aussi bien les hormones naturelles, les hormones de 
synthèse que des pesticides, des polychlorobiphényls (PCB) ou encore des hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (HAP). 
 L‟environnement aquatique est le réceptacle ultime de ces produits chimiques naturels 
ou provenant de l‟activité humaine (Sumpter 1998). Les organismes aquatiques sont par 
conséquent des cibles privilégiées des PE. Depuis ces 20 dernières années, des travaux ont été 
menés en laboratoire ou dans le milieu aquatique, révélant des effets de ces composés sur la 
physiologie de la reproduction des poissons (Vos et al., 2000). Plusieurs études ont établi un 
lien entre la présence de PE dans l‟environnement et des effets néfastes sur la fonction de 
reproduction chez certains organismes aquatiques (Tyler et al., 1998) (Vos et al., 2000). Par 
exemple, chez des femelles gastéropodes exposées au tributylétain (TBT), un agent biocide 
utilisé dans les peintures anti-salissures, des cas d‟ „imposex‟ (imposition of male sex 
characteristics on female snails) ont été observés (Bryan and Gibbs 1991). Chez les poissons, 
des perturbations de protéines hormono- régulées ainsi que des altérations histologiques dans 
les gonades mâles ont été mises en évidence et reliées à l‟exposition à des composés 
œstrogènes mimétiques (Jobling et al., 1998). 
 Dans ce contexte, il est nécessaire de mener des actions de recherche pour développer 
des outils permettant d‟évaluer les dangers et les risques liés à l‟exposition des organismes 
aquatiques à ces substances chimiques, et de détecter de manière précoce des effets liés aux 
PE. Jusqu‟à présent, les travaux menés sur les PE se sont principalement focalisés sur les 
composés qui agissent comme agonistes des récepteurs des œstrogènes (ER). Ce sont 
principalement le 17β-œstradiol (E2), le 17α-éthinyl œstradiol (EE2), mais ces composés 
regroupent également les alkylphénols ou encore les bisphénols. Ces PE peuvent mimer 
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l‟action de l‟œstradiol naturel endogène et sont capables d‟induire l‟expression de gènes 
œstrogèno- régulés. Par exemple, la vitellogénine (Vtg), qui est un précurseur des protéines 
du vitellus, produite par le foie des femelles vertébrées ovipares en réponse à la circulation 
d‟œstrogènes endogènes, puis acheminée par le sang vers les ovaires, est induite chez des 
mâles exposés à des composés œstrogèniques et constitue par conséquent un marqueur 
d‟œstrogènicité d‟une molécule (Sumpter and Jobling 1995; Tyler et al., 1999; Brion et al., 
2002). Chez les organismes aquatiques, l‟exposition aux œstrogènes mimétiques a aussi été 
associée à des effets néfastes sur la reproduction des individus et des populations (Jobling et 
al., 2002; Nash et al., 2004). Certains outils développés dans le cadre de ces recherches, dont 
le but est de détecter les œstrogènes mimétiques, ont été utilisés à des fins réglementaires. 
Ainsi, la présence de Vtg chez les poissons mâles est un paramètre pris en compte dans le 
cadre de lignes directrices mises en place par l‟OCDE. 
 Cependant, les perturbateurs endocriniens peuvent agir via des modes d‟action variés, 
ne passant pas par une interaction avec les récepteurs des œstrogènes. Dans ce cas, un critère 
de perturbation endocrinienne comme la détection de Vtg peut se révéler inadapté pour mettre 
en évidence une perturbation endocrinienne. De plus, la concentration en Vtg chez un poisson 
mâle ne permet pas de conclure sur sa santé physiologique, ni sur sa capacité de reproduction. 
Dans le cadre général de l‟étude des effets des PE, il apparaît donc essentiel d‟étudier d‟autres 
mécanismes d‟action en lien avec la fonction de reproduction. Dans ce contexte, l‟étude de la 
stéroïdogenèse gonadique semble pertinente. En effet, ce processus est supporté par une 
cascade de réactions enzymatiques dont le but est de synthétiser des hormones stéroïdiennes 
actives comme les œstrogènes et les androgènes. Le processus de la stéroïdogenèse est régulé 
directement au niveau central par les gonadotropines hypophysaires Lh (« Luteinizing 
Hormone ») et Fsh (« Follicle Stimulating Hormone ») et de manière plus générale par l‟axe 
Hypothalamus- Hypophyse- Gonade (HPG). La stéroïdogenèse joue un rôle dans la 
gamétogenèse (reproduction), le développement ou encore le comportement. Ce processus 
remplit donc des fonctions biologiques essentielles à la vie d‟un organisme. 
 Il semble donc important de considérer les perturbations de la stéroïdogenèse. Parmi 
les enzymes intervenant dans ce processus de la stéroïdogenèse, l‟aromatase, qui convertit 
l‟androsténédione en œstrone et la testostérone en œstradiol, est une cible connue de plusieurs 
composés chimiques, qui vont moduler son activité. Par exemple, plusieurs fongicides azolés 
dont le mécanisme d‟action primaire est l‟inhibition des cytochromes P450, sont capables 
d‟inhiber l‟activité de l‟aromatase, qui appartient à cette famille enzymatique, chez les 
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poissons (Vinggaard et al., 2000; Hinfray et al., 2006). Cependant, l‟aromatase catalyse une 
étape parmi d‟autres dans le processus de la stéroïdogenèse, qui est supportée par une série de 
réaction enzymatique. 
 L‟objectif de cette thèse est d‟étudier les effets de PE sur la stéroïdogenèse testiculaire 
en s‟appuyant sur un réseau de gènes fonctionnels dans la gonade mais également au niveau 
central. Les composés chimiques utilisés sont des fongicides pharmaceutiques azolés, en 
particulier le clotrimazole, qui a été sélectionné en partie pour sa capacité à inhiber in vitro et 
in vivo l‟activité de certaines enzymes de la stéroïdogenèse. Le but de ce travail est donc 
d‟améliorer les connaissances sur le mode d‟action du clotrimazole et d‟évaluer son impact 
sur la spermatogenèse. Dans le même temps, il s‟agira de mettre en œuvre des outils dont on 
souhaite savoir si ce sont de bons indicateurs pour détecter des PE et pour « prédire » des 
effets sur la reproduction. Pour répondre à ces question, nous avons choisi d‟utiliser comme 
modèle le poisson zèbre (Danio rerio), qui a une biologie connue et qui est fréquemment 
utilisé en toxicologie. 
Le manuscrit s‟organise de la manière suivante : 
 La première partie de ce manuscrit est consacrée à la synthèse bibliographique afin de 
poser les bases de ce travail de thèse. Dans un premier temps, la problématique des 
perturbateurs endocriniens a été abordée en décrivant de manière concise les différentes 
classes de perturbateurs endocriniens en fonction de leur mécanisme d‟action. Nous nous 
sommes particulièrement intéressés aux fongicides azolés. Les deux autres parties ont été 
consacrées à un état des lieux des connaissances sur la stéroïdogenèse et la spermatogenèse 
chez les poissons téléostéens, en s‟intéressant également à leurs perturbations par des 
composés chimiques. 
 La seconde partie présente les objectifs précis de la thèse et la démarche expérimentale 
mise en œuvre pour y répondre. Cette partie permet d‟introduire le chapitre « Résultats » qui 
s‟articule autour de trois articles (deux acceptés et un en préparation). Chacun de ces articles a 
été associé à un résumé en français rappelant la démarche, les objectifs et les principaux 
résultats. Pour venir appuyer et enrichir les résultats principaux, des résultats complémentaires 
ont été présentés. 
 Enfin, une dernière partie a permis de discuter nos résultats et de les replacer dans le 
contexte plus général de la problématique des PE et de l‟évaluation des risques.







































I. Les perturbateurs endocriniens : généralité 
 
 I.1. Définitions 
 Au cours de ces 40 dernières années, de nombreux exemples ont montré que des 
substances présentes dans l‟environnement sont potentiellement capables de perturber la 
physiologie et l‟endocrinologie des organismes (Bitman et al., 1970; Colborn et al., 1993). De 
plus, l‟environnement aquatique constitue le réceptacle ultime de ces composés chimiques, et 
les organismes qui y vivent en sont des cibles privilégiées (Sumpter 1998; Tyler et al., 1998; 
Hernando et al., 2006). 
 Parmi ces composés, les « perturbateurs endocriniens » (PE) ont été définis de manière 
générale par l‟organisation mondiale de la santé (OMS) comme des « substances ou mélanges 
exogènes altérant les fonctions du système endocrinien et induisant des effets nocifs sur la 
santé d‟un organisme intact, de ses descendants ou (sous-) populations » (Who 2002). Ils ont 
également été définis en considérant leurs mécanismes multiples d‟action sur le système 
endocrinien (figure 1) comme « des substances chimiques exogènes qui, interférant avec les 
fonctions du système hormonal, risquent d‟influencer négativement les processus de synthèse, 
de sécrétion, de transport, d‟action, et d‟élimination (catabolisme, excrétion) des hormones, 
hormones responsables de l‟homéostasie, de la reproduction et du comportement » (Kavlock 








Figure 1 : Cibles des PE au sein du système endocrinien 
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 A ce jour, l‟activité de perturbation endocrine d‟un nombre croissant de composés 
environnementaux a été démontrée ou suspectée (Commission européenne, 2007
1
). Ces PE 
sont structurellement et fonctionnellement très divers et ils appartiennent à différents groupes 
de composés chimiques d‟origines naturelles ou anthropiques (Jobling et al., 1998; Hotchkiss 
et al., 2008) : 
- Parmi les PE d‟origine naturelle, on retrouve des hormones stéroïdiennes (œstradiol, 
progestérone, testostérone, etc …), des phyto-hormones (génistéine, coumestrol, flavonoïdes, 
coumestrol, etc …) ou des myco-hormones (zéaralénone et ses métabolites, etc …) ; 
- Les PE d‟origine synthétique regroupent de nombreuses substances issues de l‟activité 
humaine, comme des plastifiants (phtalates, bisphénol A, etc …), des pesticides 
(méthoxychlore, atrazine, etc …), des substances pharmaceutiques (ethinyl-oestradiol, 
diethylstilbestrol, etc …), des cosmétiques (par exemple : filtres UV), des dioxines (par 
exemple : TCDD), des composés halogénés persistants (HAP, PCB, PBDE, etc …), des 
détergents (par exemple : alkylphénols), ou encore des métaux lourds (cadmium, uranium, etc 
…). Ces composés chimiques proviennent de différentes activités, industrielles, agricoles ou 
urbaines. 
 Parmi les molécules citées ci-dessus comme exemple, certaines sont des xéno- 
œstrogènes et vont pouvoir interagir avec les récepteurs des œstrogènes. Les effets de ces 
molécules sont parmi les plus décrits dans la littérature (Tyler and Routledge 1998). 
Cependant, les modes d‟action des PE peuvent être multiples et ne se limitent pas aux xéno-
œstrogènes. 
 
 I.2. Des mécanismes d‟action variés 
 Les PE peuvent moduler le système endocrinien par des mécanismes d‟action variés et 
complexes, causant des effets néfastes sur plusieurs fonctions de l‟organisme, comme par 
exemple la reproduction, l‟immunité, ou encore le système nerveux. Ils peuvent en effet agir 
sur l‟ensemble du système endocrinien, depuis la synthèse des hormones jusqu‟à leur 
catabolisme, en passant par des actions au niveau des tissus cibles (figure 1). L‟un des 
mécanismes les plus documenté est la capacité de certains PE à interagir avec les récepteurs 
nucléaires et à moduler les réponses géniques contrôlées par ces récepteurs. 
1Commission européenne, 2007. Document de travail "Community 
Strategy for Endocrine Disrupters" - a range of substances suspected 
of interfering with the hormone systems of humans and wildlife. 
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  I.2.1. Effets directs sur les récepteurs nucléaires 
 Les récepteurs nucléaires sont normalement activés par la fixation de leur(s) ligand(s) 
naturel(s) et ils agissent comme facteurs de transcription en se fixant sur leurs éléments de 
réponse au niveau des promoteurs afin de réguler l‟expression de gènes cibles. Cependant, 
certains PE peuvent mimer les ligands naturels et venir se fixer aux niveaux des récepteurs 
nucléaires, perturbant ainsi les régulations transcriptionnelles contrôlées par ces récepteurs. Ils 
peuvent ainsi agir comme des agonistes ou des antagonistes. Parmi les mécanismes d‟action 
impliquant des récepteurs nucléaires, les effets de PE interagissant avec les récepteurs 
hormonaux sont les plus étudiés : il s‟agit principalement des récepteurs aux œstrogènes (ER) 
et dans une moindre mesure des récepteurs aux androgènes (AR) (Gray et al., 2006) ou encore 
des récepteurs à la progestérone (PR). Il existe cependant d‟autres types de récepteurs 
nucléaires, comme les récepteurs aux xénobiotiques (xénorécepteurs) : le récepteur à la 
dioxine (arylhydrocarbon, AhR) ; le pregnane X receptor (PXR) ; ou encore le récepteur des 
stéroïdes et des xénobiotiques (SXR). Le tableau 1 montre de manière non exhaustive 
quelques exemples de ligands, naturels ou synthétiques, des principaux récepteurs nucléaires. 
Tableau 1 : exemples de ligands environnementaux des principaux récepteurs nucléaires chez 











        NB : en italique sont indiqués les ligands naturels des récepteurs nucléaires 
Types de récepteurs Récepteurs ligands Références
stéroïdiens
ER
Stéroïdes naturels (e.g. E1, E2)
Composés pharmaceutiques (e.g. EE2, DES)
Produits cosmétiques (e.g. benzophénone 1, 2 et 3)
Escande et al., 2006
Fent et al., 2006
Molina-Molina et al., 2008
AR
Stéroïdes naturels (e.g. testostérone, androsténédione)
Phytoœstrogène (e.g. 5-hydroxyflavone, génistéine)
Plastifiants (e.g. BPA, benzyl-butylphtalates)
Térouanne et al., 2000
Nishizaki et al., 2009
Kruger et al., 2008
PR
Stéroïdes naturels (progestérone)
Composés pharmaceutiques (e.g. gestrinone, trenbolone)
Surfactants (e.g. nonylphénol)
Molina-Molina et al., 2006
Death et al., 2004
Viswanath et al., 2008
xénobiotiques
AhR
Hydrocarbures aromatiques Halogénés (HAH)
Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
Dioxines (e.g. TCDD, ligand de haute affinité)
Poland et al., 1976
Van den Berg et al., 2006
Berhens et al., 2001
PXR
Stéroïdes (e.g. androsténédione, testostérone)
Pesticides (e.g. chlorpyrifos, méthoxychlor)
Composés pharmaceutiques (e.g. kétoconazole)
Eckins et al., 2008
autres 
PPAR e.g. Acides gras natutels ou synthétiques Hostetler et al., 2005
TR
e.g. OH-PCB, DDT, pesticides organochlorés
Retardateurs de flammes bromés (e.g. BPDE 209)
Cheek et al., 1999
Hamers et al., 2006
Weiss et al., 2009
 

















 Afin d‟illustrer la complexité des mécanismes d‟interactions de PE avec des récepteurs 
nucléaires, l‟exemple d‟expositions à des xénoœstrogènes et à des dioxines (figure 2) est 
intéressant. Les xénoœstrogènes, comme l‟EE2, se lient aux ER et induisent la transcription de 
gènes œstrogèno- régulés, comme l‟aromatase ou la vtg alors que la dioxine (par exemple la 
TCDD) est le ligand de référence du récepteur AhR. Plusieurs études ont rapporté l‟existence 
de relation entre les voies ER et AhR suite à des co- expositions de composés homologues à 
des œstrogènes ou à la dioxine (Safe et al., 1998; Ohtake et al., 2003). Il a ainsi été démontré 
que la TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) pouvait avoir un effet anti- œstrogènique 
sur des modèles poissons in vivo et in vitro (Bemanian et al., 2004; Cheshenko et al., 2007), 
probablement du fait de l‟interaction entre les AhR et les ER activés (Ohtake et al., 2007). 
 Par ailleurs, les ligands du récepteur AhR peuvent également agir par une voie non- 
génomique : l‟activation de l‟AhR provoque l‟assemblage d‟un complexe ubiquitine ligase 









Figure 2 : interaction complexe de PE avec les récepteurs nucléaires ER et AhR 
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PXR /CAR ou AhR
Induction transcriptionnelle
 Enfin, une des réponses transcriptionnelle les plus importantes suite à l‟interaction 
entre des PE et des récepteurs est l‟induction de l‟expression de gènes codant pour des 
enzymes du métabolisme des xénobiotiques, assurée principalement par deux catégories 
d‟enzymes : les enzymes de phase I, dites de fonctionnalisation, et les enzymes de phase II, 
dites de conjugaison (figure 3). L‟expression des gènes codant pour ces enzymes de phase I 
ou de phase II est induite principalement suite à l‟interaction entre les xénobiotiques et les 
récepteurs PXR et CAR, ou encore AhR (Gueguen et al., 2006; Timsit and Negishi 2007; di 









Figure 3 : métabolisme des xénobiotiques 
CYP = Cytochrome P450, GST = Glutathion S-transférase, UGT = Glucoronyl Transférase 
MDR = Multi- Drug Resistance, MRP = Multi-Resistance Protein 
 
 Ces enzymes du métabolisme des xénobiotiques interviennent également dans le 
catabolisme hormonal, qui a essentiellement lieu dans le foie, mais également dans d‟autres 
tissus, dont les gonades, comme démontré par exemple chez la morue de l‟Atlantique (Husoy 
et al., 1994). 
 Il existe également d‟autres mécanismes ne passant pas par les récepteurs, qui sont à 
ce jour moins étudiés et tout aussi complexes. 
  I.2.2. Effets non relayés par les récepteurs nucléaires 
 D‟autres perturbateurs endocriniens ont des mécanismes d‟action ne passant pas par 
les récepteurs nucléaires mais pouvant interférer directement avec le système endocrinien au 
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niveau de la synthèse des hormones, de leur métabolisation ou encore de leur transport 
(Figure 1). 
 Certains PE peuvent ainsi cibler la stéroïdogenèse, qui est le processus de biosynthèse 
des hormones. Une enzyme qui a été mise en lumière par de nombreuses études chez les 
vertébrés est l‟aromatase Cyp19, qui convertit l‟androsténédione ou la testostérone 
respectivement en œstrone ou 17β-œstradiol. Il a en effet été démontré qu‟un grand nombre 
de pesticides utilisés à travers le monde entier peuvent affecter (généralement inhiber) 
l‟activité aromatase in vitro dans différents modèles de vertébrés (Mason et al., 1985; 
Vinggaard et al., 2000; Sanderson et al., 2002; Zarn et al., 2003; Heneweer et al., 2004; 
Hinfray et al., 2006). Des expositions en condition contrôlée de laboratoire ont démontré que 
les inhibiteurs d‟aromatase peuvent produire des effets marqués sur le système endocrinien et 
sur le succès de reproduction des poissons (Ankley et al., 2002). Par ailleurs, des études 
récentes suggèrent que l‟altération de la stéroïdogenèse est associée à des effets délétères 
observés chez des poissons dans leur environnement naturel (Noaksson et al., 2003; Lavado et 
al., 2004). Du fait de leur mode d‟action, basé sur l‟inhibition des CYP, les azoles fongicides 
peuvent affecter la stéroïdogenèse, qui est un processus supporté par une cascade de réactions 
enzymatiques, dont des CYP. 
 
II. Les azoles fongicides : des polluants émergents 
 
 II.1. Définition et utilisation 
 Les azoles fongicides sont des molécules montrant un large spectre d‟action 
antifongique. Ils sont employés dans l‟agriculture (phytopharmacie et médecine vétérinaire) et 
dans le traitement des mycoses chez l‟homme. Par ailleurs, ils sont aussi utilisés dans le 
traitement de certaines maladies dépendantes des hormones stéroïdiennes sexuelles. Ils sont 
ainsi administrés à des patients pour le traitement de certains cancers pour son action anti- 
œstrogénique, comme par exemple pour traiter le cancer du sein chez des femmes post-
ménopausées (Altundag and Ibrahim 2006). 
 
 































 II.2. Mécanismes d‟action des azoles antifongiques 
 En fonction de leur structure chimique, les composés azolés antifongiques 
appartiennent à différentes classes, comme les triazoles ou encore les imidazoles. Cependant, 
leur activité antifongique passe par le même mécanisme d‟action : les azoles bloquent la 
conversion du lanosterol en ergostérol (EspinelIngroff 1997; Georgopapadakou 1998), un 
composant essentiel de la membrane cellulaire, en inhibant l‟activité de l‟enzyme 14α-
déméthylase (CYP51) qui appartient à la grande famille des cytochromes P450 (CYP) 
(Trosken et al., 2004). Les azoles perturbent ainsi l‟assemblage de la membrane cellulaire 
chez les champignons ou chez les levures, conduisant à la mort cellulaire (figure 4). De plus, 
l‟inhibition de la synthèse d‟ergostérol conduit à l‟accumulation du lanostérol et d‟autres 
stérols méthylés, interférant avec la fonction de l‟ergostérol, ce qui contribue à perturber la 
structure de la membrane plasmique et à arrêter la croissance cellulaire (Hitchcock 1993). 
Cela va donc rendre la membrane cellulaire plus vulnérable et altérer l‟activité de plusieurs 
enzymes transmembranaires, comme celles associées au transport de nutriments 
(Vandenbossche et al., 1993) ou d‟ions (Zhang et al., 2010). 
 Ce mécanisme d‟action biochimique est à la base de l‟utilisation des azoles fongicides 










Figure 4 : schéma du mécanisme d‟action des azoles fongicides 
sur les champignons ou les levures 
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 II.3. Les fongicides azolés dans l‟environnement aquatique 
 L‟étude, pour leur maîtrise, de la contamination des ressources en eau par les 








Figure 5 : Voies d‟entrée des fongicides azolés dans le milieu aquatique 
(STEP= station d‟épuration des eaux usées.) 
 
 L‟utilisation des fongicides en agriculture, pour le traitement biocide des matériaux 
(Kahle et al., 2008), comme le bois ou le béton, mais surtout comme produits 
pharmaceutiques et phytosanitaires est la principale source de contamination des milieux 
aquatiques. Par exemple, les fongicides à usage agricole vont pouvoir contaminer le milieu 
aquatique via le ruissellement des eaux de pluie (par exemple (DeLorenzo et al., 2012)). 
Cependant, la principale contamination des écosystèmes aquatiques vient des stations 
d‟épuration (STEP), puisque les composés azolés n‟y sont que partiellement dégradés (par 
exemple (Hilton and Thomas 2003; Stamatis et al., 2010; Van de Steene et al., 2010)). Par 
ailleurs, les boues des STEP, qui servent à capter les azoles, vont également être une voie 
d‟entrée secondaire dans les eaux via le ruissellement (figure 5). De plus, certaines 
caractéristiques des fongicides azolés, comme leur persistance dans l‟eau et dans le sol 
(Bromilow et al., 1999a; Bromilow et al., 1999b), due à leur stabilité face à la dégradation 
hydrolytique, photolytique ou biologique, soulèvent des questions concernant leur impact sur 
les écosystèmes aquatiques. Leur propriété hydrophobe (log Kow élevé) en font aussi des 
composés qui vont potentiellement se fixer sur les sédiments et être bioaccumulés dans les 
tissus adipeux des organismes aquatiques (Peschka et al., 2007). 
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 Cependant, les travaux visant à étudier l‟occurrence environnementale des fongicides 
azolés dans les eaux usées et les eaux de surface ou souterraines sont relativement limités et 
récents (par exemple (Stan and Heberer 1997; Thomas and Hilton 2004; Lacey et al., 2012)). 
En effet, les mesures dans l‟environnement sont réalisées depuis environ 10- 15 ans seulement 
alors que les fongicides azolés sont produits, pour certains, depuis plus de 40 ans. En cela, on 
peut dire que ce sont des polluants émergents, car bien qu‟ils existent depuis longtemps, leur 
mesure dans l‟environnement est relativement récente et leurs effets biologiques sont encore 
peu étudiés. A titre d‟exemple, le clotrimazole a été synthétisé pour la première fois en 1969 
(OSPAR 2005) et les premiers travaux rapportant des concentrations réelles dans les eaux de 
surface aux Royaume-Unis datent de 2004 – 2005 (Thomas et al., 2004; Roberts and Thomas 
2005). 
 Depuis ces premiers travaux, plusieurs études ont permis de rendre compte de la 
contamination environnementale par les azoles dans différents compartiments des 
écosystèmes. Les tableaux qui suivent regroupent, de manière non exhaustive mais 
représentative, les concentrations de différents azoles mesurées dans les eaux de surface 
(Tableau 2), dans les affluents (ou tributaires) et les effluents de stations d‟épuration 
(Tableau 3), ainsi que dans les boues de stations d‟épuration (Tableau 4). 
 Dans les eaux de surface, les concentrations en azoles vont de l‟ordre du ng/L à 
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Utilisation Classe Substance Lieu concentrations (ng/L) référence
pharmaceutique imidazole clotrimazole estuaires, Royaume-Uni BDL-22 Thomas et al., 2004
Tyne, Royaume-Uni 6-34 Roberts et al., 2005
Allemagne 3-4 Peschka et al., 2007
Pearl, Chine 4 Huang et al., 2010
flubendazole Belgique 0,3-4,6, max 20,2 Van De Steene et al., 2010
ketoconazole Pearl, Chine 1 Huang et al., 2010
ketoconazole Belgique <LOD Van De Steene et al., 2010
miconazole Pearl, Chine 2 Huang et al., 2010
Belgique <LOD Van De Steene et al., 2010
rabeprazole Belgique <LOD Van De Steene et al., 2010
pesticide imidazole prochloraz Scania, Suède ND-2000 Kreuger, 1998
triazole cyproconazole Grèce 13.8 Stamatis et al., 10
fluquinconazole Lyon, France ND Baugros et al., 08
penconazole Grèce 8.82 Stamatis et al., 10
propiconazole Pearl, Chine 6.6 Huang et al., 2010
Belgique 1,9-85,9, max 178,3 Van De Steene et al., 2010
tebuconazole Lyon, France 28.9-30 Baugros et al., 08
Pearl, Chine 3 Huang et al., 2010
Grèce 73.39 Stamatis et al., 10
tetraconazole Lyon, France ND Baugros et al., 08
 












ND : Non détecté, LOD : Limite de détection, BDL : en dessous de la limite de détection 
 
 Par rapport aux eaux de surface, les concentrations en azoles sont globalement plus 
élevées aux niveaux des affluents et les molécules sont partiellement dégradées ou captées par 
des boues, d‟où des concentrations souvent plus faibles au niveau des effluents. Cependant, 
les pourcentages de dégradation entre les entrées et les sorties de STEP sont différents en 
fonction de la molécule (tableau 3). Par exemple, la concentration en miconazole est 
fortement diminuée (par exemple 89% dans une STEP en Belgique, mesures réalisées en 
hiver-janvier, (Van de Steene et al., 2010) alors que la concentration en propiconazole est 
globalement moins diminuée (par exemple 33% dans la même STEP de Belgique, mesures 
réalisés en hiver), (Van de Steene et al., 2010). Une quantité non négligeable des azoles est 
donc captée par les boues de STEP, dans lesquelles ils atteignent des concentrations allant du 
µg/kg au mg/kg (tableau 4). 
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Utilisation Classe Substance Lieu Concentrations (µg/kg) ref
pharmaceutique imidazole clotrimazole Pear, Chine 190 - 1442 Huang et al., 2010
Suède 30 - 120 Lindberg et al., 2010
Madrid, Espagne 170 - 1000 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
ketoconazole Suède 280 - 910 Lindberg et al., 2010
Madrid, Espagne 60 - 4500 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
Pear, Chine 194 - 437 Huang et al., 2010
econazole Suède 210 - 1000 Lindberg et al., 2010
Pear, Chine 54 - 140 Huang et al., 2010
Madrid, Espagne 2 - 30 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
miconazole Suède ND - 970 Lindberg et al., 2010
Pear, Chine 238 - 1405 Huang et al., 2010
triazole fluconazole Suède ND Lindberg et al., 2010
Madrid, Espagne ND - 60 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
pesticide triazole prochloraz Madrid, Espagne ND - 8 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
cyproconazole Madrid, Espagne < LOD Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
tetraconazole Madrid, Espagne ND - 10 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
propiconazole Pearl, Chine < MQL Huang et al., 2010
Madrid, Espagne ND - 32 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
epoxiconazole Pearl, Chine ND - 20 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
tebuconazole Pearl, Chine ND - <MQL Huang et al., 2010
Madrid, Espagne ND - 14 Garcia-Valcarcel and Tadeo, 2011
 













ND : Non détecté, LOD : Limite de détection, MQL : limite de quantification 
 
 Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés au 
clotrimazole, qui est un fongicide pharmaceutique dont la principale application est le 
traitement des infections fongiques dermatologiques et gynécologiques. Il figure depuis 2002 
sur la liste OSPAR des produits chimiques devant faire l‟objet de mesures prioritaires, dans le 
but de réduire son émission et sa concentration dans l‟environnement marin. Au sein de 
l‟Union Européenne, il n‟existe qu‟un seul site de production (en Espagne) et qu‟un seul 
fabricant. Ce site produit environ 10 tonnes de clotrimazole par an en Europe et une quantité 
identique est importée. Au total, il y a donc 20 tonnes de clotrimazole qui sont produites ou 
importées par an afin d‟être utilisés principalement comme fongicide dans l‟industrie 
pharmaceutique. La principale source de contamination en clotrimazole dans l‟environnement 
aquatique est le réseau des eaux usées qui va causer son introduction dans le milieu aquatique 
via les STEP (OSPAR 2005). Il est retrouvé à des concentrations allant du ng/L à plusieurs 
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dizaines de ng/L dans les eaux de surface (tableau 2) et est fortement concentré dans les 
boues de STEP (tableau 4). Concernant ces effets biologique, on sait qu‟il est capable 
d‟inhiber de CYP dans des modèles in vitro de mammifère ou de poisson (Vinggaard et al., 
2002; Hinfray et al., 2006). Par contre, ces effets biologiques in vivo sont très peu étudiés. 
 
 II.4. Effets biologiques des azoles 
 Les azoles fongicides vont agir par inhibition de l‟activité d‟un CYP chez les 
champignons. Cependant, leur spectre d‟action est très large et ils vont pouvoir aller cibler des 
CYP chez d‟autres espèces, dont celles des vertébrés (Mason et al., 1985; Trosken et al., 
2004b). Les azoles sont notamment connus pour cibler une enzyme de la biosynthèse 
hormonale (stéroïdogenèse) : l‟aromatase (Cyp19). De nombreuses études chez des modèles 
in vitro mammifères ou poissons montrent en effet une inhibition de l‟activité aromatase 
testiculaire ou cérébrale (tableau 5). Par ailleurs, les azoles peuvent également cibler d‟autres 
enzymes de la stéroïdogenèse, comme par exemple le Cyp17 chez les mammifères (Ayub and 
Levell 1987; Eil 1992). 
 Des azoles, comme le prochloraz, sont également connus pour interagir avec des 
récepteurs nucléaires, comme par exemple le récepteur des androgènes (AR,(Andersen et al., 
2002; Birkhoj et al., 2004)). Certains azoles sont aussi décrit comme pouvant interagir avec 
d‟autres récepteurs, comme le PXR, en tant qu‟agoniste (par exemple le propiconazole 
(Lemaire et al., 2004)) ou antagoniste (par exemple le kétoconazole,(Ekins et al., 2007)). 
 En revanche, les effets in vivo des azoles chez les vertébrés, et notamment chez les 
poissons, sont beaucoup moins renseignés. Des études récentes rapportent cependant des 
modifications de l‟expression de plusieurs gènes impliqués dans le processsus de la 
stéroïdogenèse. Le tableau 6 montrent, de manière non exhaustive les variations d‟expression 
de gènes chez des poissons téléostéens. 
 Au niveau des effets populationnels, aucune étude sur des poissons n‟a été réalisée. En 
revanche, une étude récente a montré une inhibition de croissance d‟une population de 
périphyton suite à une exposition au clotrimazole (Porsbring et al., 2009). Le mécanisme mis 
en évidence dans le cadre de cette étude implique l‟inhibition du CYP 14α déméthylase chez 
ces communautés de micro algues à des concentrations environnementales. 
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molécule espèce /stade concentration /durée expression de gènes référence
kétoconazole fathead minnow 6 - 400 µg/L ↑ cyp11a and cyp17a1 Ankley et al. , 2007
(Pimephales promelas ) (21 jours)
adulte
prochloraz Japanese medaka 3 - 300 µg/L ↑ cyp11c1, cyp17a1, hsd3b1 Zhang et al. , 2008
(Oryzias latipes) (7 jours)
kétoconazole adulte 3 - 300 µg/L ↑ cyp11c1, cyp19a1a
(7 jours)
kétoconazole fathead minnow 6 - 400 µg/L ↑ star Villeneuve et al. , 2007a
(Pimephales promelas ) (21 jours)
adulte









III. La stéroïdogenèse 
 
 III.1. Définition 
 La stéroïdogenèse est un processus relativement conservé chez les vertébrés qui 
conduit à la biosynthèse des hormones stéroïdiennes à partir d‟un précurseur commun, le 
cholestérol, élaboré lui-même à partir du lanostérol issu du squalène. Chez les poissons, 
comme chez les autres vertébrés, elle se déroule principalement dans les gonades (testicules et 
ovaires), mais aussi dans le cerveau et les glandes inter- rénales. Les hormones stéroïdiennes 
jouent un rôle critique dans la régulation de la reproduction (gamétogenèse, caractères sexuels 
secondaires, comportement …), la croissance et le développement, ainsi que dans le 
comportement. Elles participent également à l‟homéostasie générale de l‟organisme. 
 Les stéroïdes sont synthétisés à partir du cholestérol par une série de réactions 
enzymatiques catalysées principalement par plusieurs cytochromes P450 ainsi que par des 















































Figure 6 : Schéma de la stéroïdogenèse chez les poissons 
 
 III.2. Les acteurs moléculaires de la stéroïdogenèse testiculaire 
 En amont de la cascade de réactions enzymatiques, une étape clef est le transport du 
cholestérol, formé à partir de la conversion du lanostérol par la 14alpha-demethylase 
(CYP51), dans la membrane interne de la mitochondrie. Ce transport est assuré par la protéine 
STeroidogenic Acute Regulatory protéin (StAR) (Miller 1988; Stocco and Clark 1996; Stocco 
2001). Une fois dans la mitochondrie, le cholesterol est converti en pregnénolone (P5) par un 
système enzymatique catalysé par un cytochrome P450 possédant une activité de clivage de la 
chaîne latérale du cholestérol : c‟est le cytochrome P450 scc (side-chain clivage), également 
appelée Cyp11a. Il catalyse la première réaction enzymatique de la chaîne qui est une étape 
limitante clef de la stéroïdogenèse (Villeneuve et al., 2007a; Arukwe et al., 2008). La 
pregnénolone quittant la mitochondrie devient le substrat pour le cytochrome P450c17 
(Cyp17a1) qui possède deux activités (1) l‟activité 17α-hydroxylase qui converti la 
prégnénolone et la progestérone en 17α-hydroxy pregnénolone et en 17α - 
hydroxyprogestérone, respectivement, et (2) l‟activité 17,20-lyase qui clive la liaison C17, 20 
pour convertir la 17α-hydroxypregnenolone en déhydroépiandrostérone (DHEA) ou la 17 α -
hydroxyprogestérone en androsténedione (Wang and Ge 2004). On distingue 2 voies de 
synthèse, la voie Δ5 des stéroïdes possédant une double liaison entre le carbone 5 et le 
carbone 6, qui va conduire de la pregnénolone à la déhydroépiandrostérone, puis à 
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l‟androsténédiol. La 3β- hydroxysteroïde dehydrogenase (3β-HSD) va permettre de passer de 
la voie Δ5 à la voie Δ4 des stéroïdes possédant une double liaison entre le carbone 4 et le 
carbone 5. L‟androsténédione est un stéroïde clef pour la voie Δ4 de la stéroïdogenèse. En 
effet, l‟androsténédione est la source des androgènes ; androsténédione et testostérone étant, 
eux-mêmes, des substrats pour le cytochrome P450c11 (Cyp11c1) 11-β-hydroxylase qui 
permet d‟aboutir à la synthèse des androgènes 11-oxygénés, mais aussi substrat pour le 
cytochrome P450aro aromatase CYPs (Cyp19) permettant la synthèse des oestrogènes. Le 
Cyp11c1 permet de convertir l‟androsténédione en 11β-hydroxyandrosténédione qui est pris 
en charge par 2 déshydrogénases, la 11β-hydroxysteroïdes deshydrogénase (11beta-HSD) et 
la 17β-hydroxysteroïdes deshydrogénase (17beta-HSD), afin de produire les androgènes 11-
oxygénés. Chez les poissons, ce sont les androgènes 11-oxygénés, comme la 11-
kétotestostérone (11-KT), qui sont les plus synthétisés dans les testicules (Borg 1994). On 
distingue cependant deux formes d‟aromatase : l‟aromatase dite gonadique Cyp19a (la gonade 
est le lieu principal d‟expression) et l‟aromatase dite cérébrale Cyp19b (le cerveau est le 
principal lieu d‟expression) (Tchoudakova and Callard 1998; Chang et al., 2005). C‟est une 
particularité des poissons, deux gènes codant pour des protéines distinctes ayant des 
propriétés catalytiques différentes (Zhao et al., 2001; Gonzalez and Piferrer 2002). Par 
ailleurs, il est intéressant de noter que l‟anguille semble n‟avoir qu‟une aromatase de type 
cérébrale, alors que la truite possède une aromatase gonadique et deux variants d‟aromatase 
cérébrale (Jeng et al., 2012). 
 
 III.3. La stéroïdogenèse cérébrale 
 Comme mentionné ci-dessus, chez les poisons adultes téléostéens, le cerveau est 
connu pour avoir une forte activité aromatase (Pasmanik and Callard 1985) du fait de la forte 
expression de l‟aromatase b (Cyp19a1b) dans les cellules gliales radiaires (Forlano et al., 
2001; Menuet et al., 2005). Ces cellules gliales radiaires qui expriment cyp19a1b sont 
connues pour être des cellules souches du cerveau et participent à la croissance constante du 
cerveau chez les adultes ainsi qu‟à l‟activité neurogénique (Pellegrini et al., 2007). Cela 
suggère que les œstrogènes sont impliqués dans la modulation de la neurogenèse chez les 
poissons (Diotel et al., 2010; Vosges et al., 2010). De plus, des travaux récents ont démontré 
que les ARN messagers pour cyp11a1, hsd3b1, and cyp17a1 sont exprimés dans le cerveau et 
montrent un patron d‟expression similaire à l‟expression de cyp19a1b, suggérant que les 
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cellules gliales radiaires pourraient exprimer la série entière d‟enzymes clefs de la 
stéroïdogenèse nécessaires pour produire les œstrogènes à partir du cholestérol (Diotel et al., 
2011). Dans la même étude, les auteurs ont montré que le cerveau du poisson zèbre à la 
capacité de produire des neurostéroïdes (Diotel et al., 2011). 
Cependant, au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés, à 
travers la mesure de paramètres biologiques, au lien entre la stéroïdogenèse testiculaire et la 
spermatogenèse suite à des expositions à un PE. 
 
IV. La spermatogenèse chez les poissons 
 
 IV.1. Généralité 
 La spermatogenèse est un processus cyclique, complexe et orchestré durant lequel un 
faible nombre de cellules souches spermatogoniales diploïdes produisent un grand nombre de 
spermatozoïdes portant un génome haploïde et recombiné (Guan et al., 2006). Ce processus 
implique des interactions cellulaires, paracrines et endocrines et les caractéristiques générales 
de la spermatogenèse sont partagées par toutes les espèces de vertébrés (Schulz et al., 2010). 
Les spermatozoïdes, qui sont des cellules germinales hautement différenciées, sont issus 
d‟autres cellules germinales moins différenciées. La survie et le développement de ces 
cellules germinales dépendent de leur contact étroit et continu avec les cellules de Sertoli. Il 
est généralement admis que les cellules souches spermatogoniales peuvent avoir deux types 
de division chez les vertébrés, soit une division d‟auto renouvellement qui garantit une 
fertilité sur le long terme ou une division qui produit deux cellules filles, qui sont destinées à 
se différencier plus tard en spermatozoïdes après plusieurs étapes. 
 
 IV.2. Structure du testicule 
Le testicule est composé de 2 principaux compartiments chez tous les vertébrés: 
- Le compartiment intertubulaire (ou interstitiel) : il contient les cellules stéroïdogènes 
de Leydig, les vaisseaux lymphatiques et sanguins, les mastocytes, les cellules neurales et le 
tissu conjonctif. Ce tissu conjonctif est en continuité avec la tunique albuginée, qui joue un 
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rôle de tissu conjonctif de soutient. La tunique albuginée ne doit pas être confondue avec la 
barrière hémato- testiculaire, qui joue un rôle dans l‟isolement des cellules germinales, 
comme la prévention de réactions auto- immune. Cette barrière hémato-testiculaire est 
constituée par les cellules de Sertoli, jointes par des jonctions inter- cellulaires serrées, et non 
par l‟albuginée. 
- Le compartiment tubulaire est délimité par une membrane basale et des cellules 
myoïdes péritubulaires et il abrite l‟épithélium germinal. L‟épithelium contient 2 types 
cellulaires : les cellules somatiques de Sertoli et les cellules germinales. Ces cellules 
germinales sont retrouvées à différents stades de développement. Les cellules germinales 
peuvent survivre grâce aux cellules de Sertoli, donc le nombre de cellules de Sertoli détermine 
la capacité spermatogène des testicules. Cela fait que les cellules de Sertoli sont une cible 
importante des systèmes de signalisation de la spermatogenèse (Matta et al., 2002). 
 Chez les vertébrés anamniotes (les poissons et les amphibiens), contrairement aux 
vertébrés amniotes, il y a une spermatogenèse de type cystique : dans les tubules 
spermatogéniques, les extensions cytoplasmiques des cellules de Sertoli vont former des 
cystes qui enveloppent un seul groupe de cellules germinales provenant d‟une seule 
spermatogonie. Ces cellules germinales se sont développées de manière synchrone et les 
cellules de Sertoli, formant des cystes, retiennent leur capacité à proliférer aussi chez le 
poisson adulte. 
 Donc, chez le poisson, il y a un cyste spermatogénique formé par un groupe 
dynamique de cellules de Sertoli entourant et nourrissant des cellules germinales. Le 
compartiment tubulaire va contenir des groupes de cellules germinales de différentes tailles à 
différents stades de la spermatogenèse (Schulz et al., 2010). 
 La principale fonction des cellules de Sertoli est d‟assurer la survie des cellules 
germinales, leur développement, et le fonctionnement de leur physiologie. De plus, elles 
sécrètent un fluide qui s‟accumule dans le lumen tubulaire, elles phagocytent les cellules 
germinales apoptotiques, les corps résiduels et le sperme résiduel (Vilela et al., 2003; 
Almeida et al., 2008). C‟est la première cellule somatique à se différencier dans les testicules 
des vertébrés et ce type cellulaire joue un rôle crucial en dirigeant le développement et la 
différenciation des testicules (DiNapoli and Capel 2008). Chez les poissons, le nombre de 
cellules germinales et le volume qu‟elles occupent augmentent fortement au sein des cystes 
pendant la spermatogenèse et le nombre de cellules de Sertoli par cyste augmente également. 
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 IV.3. Processus de la spermatogenèse chez les vertébrés 
 La spermatogenèse est un processus très organisé et coordonné, dans lequel des 
spermatogonies diploïdes prolifèrent et se différencient en spermatozoïdes matures. La durée 
de ce processus chez les poissons est généralement plus courte que chez les mammifères et est 
également influencée par la température de l‟eau (Nobrega et al., 2009). Chez les vertébrés, la 
spermatogenèse peut se diviser en 3 phases : 
(1) La phase mitotique ou spermatogoniale : elle concerne les différentes générations de 
spermatogonies (les spermatogonies indifférenciées, incluant les cellules souches, les 
spermatogonies différenciées ou en différentiation) ; 
(2) La phase méiotique : avec les spermatocytes primaires et secondaires ; 
(3) La phase spermiogénique : avec les spermatides haploïdes émergents de la méiose et se 
différenciant, sans prolifération supplémentaire, en spermatozoïdes (motile, flagellé et vecteur 

















Figure 7: schéma d‟une coupe testiculaire de poisson illustrant les relations entre les cellules de 
Sertoli et les cellules germinales ainsi que la progression de la spermatogenèse (cystique chez les 
poissons). L‟épithelium germinal contient les cellules de Sertoli (SE) et les cellules germinales, 
delimitées par la lame basale (BL) et les cellules myoides péritubulaires (MY). Les cellules 
intersticielles de Leydig (LE) et les vaisseaux sanguins (BV) sont montrés. Spermatogonies de type A 
indifférenciées (Aund *, cellules souches); spermatogonies de type A indifférenciées (Aund); 
spermatogonies de type A différenciées (Adiff); spermatogonies de type B (early–late); spermatocytes 
primaires leptonique/zygotenique (L/Z); spermatocytes primaires pachyténique (P); spermatocytes 
diploténique /métaphase I (D/MI); spermatocytes secondaires /metaphase II (S/MII); spermatides 
précoces (E1), intermédiaires (E2) et finals (E3); spermatozoïdes (SZ), (Schulz et al., 2010) 
 
 
 IV.4. Processus de la spermatogenèse chez les poissons 
 Chez les poissons, les différents stades cellulaires de développement de la 
spermatogenèse (spermatogonies, spermatocytes, spermatides, spermatozoïdes) sont 
comparables à ceux des autres vertébrés (Schulz et al., 2010) (figure 7). Les spermatogonies 
indifférenciées de type A (Aund) donnent naissance aux spermatogonies différenciées de type 
A (Adiff), partageant encore des caractéristiques morphologiques avec les Aund, mais avec un 
potentiel d‟auto- renouvellement fortement réduit. Un engagement irréversible vers une future 
maturation et une modification des aspects morphologiques caractérisent les spermatogonies 
de type B. Il y a plusieurs générations de spermatogonies B par cyste et les spermatogonies B 
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d‟un même cyste sont liées par des ponts cytoplasmiques. Après la mitose finale, les 
spermatogonies B se différencient en spermatocytes primaires diploïdes qui vont entrer en 
méïose (stade préleptotène). On distingue : les spermatocytes primaires (2n, première division 
méiotique), spermatocytes secondaires haploïdes (2ème division méiotique), les spermatides 
(différenciation sans prolifération), les spermatozoïdes. A la différence des mammifères, les 
spermatogonies ne sont pas en contact direct avec la lame basale chez les téléostéens, et elles 
sont toujours entièrement entourées des cellules de Sertoli. 
 Il est ici intéressant de noter que la taille des noyaux diminue avec le passage des 
spermatogonies A aux spermatogonies B et que les spermatogonies de types Aund présentent 
des structures de type nuage (structures denses aux électrons) situées entre le noyau et les 
mitochondries. Nous verrons au cours de ce travail de thèse l‟importance de ces structures de 
type nuage, puisqu‟elles sont constituées en partie de protéines spécifiques, Piwil1 ou encore 
Vasa, dont l‟expression des gènes va être utilisée comme marqueur de ces types cellulaires 
précoces, comme les spermatogonies Aund (Houwing et al., 2007). 
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V. Le contrôle de la stéroïdogenèse et de la spermatogenèse chez les 
poissons téléostéens 
 
 V.1. Le rôle central de l‟axe Hypothalamus Hypophyse Gonade 
 Chez tous les vertébrés, les processus de la stéroïdogenèse et de la gamétogenèse sont 
sous le contrôle de l‟axe hypothalamus- hypophyse- gonade (axe HPG pour Hypothalamo- 
Pituitary- Gonad). Les principaux acteurs moléculaires sont les hormones glycoprotéiques, les 
gonadotropines Fsh et Lh, et les stéroïdes. 
 Les gonadotropines sont produites par les cellules hypophysaires. Leur synthèse ainsi 
que leur sécrétion sont sous le contrôle des neurones à GnRH, qui innervent directement les 
cellules gonadotropes hypophysaires chez les poissons téléostéens. La GnRH ainsi libérée se 
fixe sur des récepteurs spécifiques à 7 domaines transmembranaires (GnRH-R) stimulant ainsi 
la biosynthèse et la libération des hormones gonadotropes Fsh et Lh, qui régulent la 
physiologie testiculaire, à savoir la stéroïdogénése et la gamétogenèse (figures 8 et 9). 
 Chez les téléostéens, deux ou trois variants de la GnrH (-I, -II ou -III) sont exprimés 
selon l‟espèce (Gothilf et al., 1996; Lethimonier et al., 2004; Zohar et al., 2010). La GnrH de 
type 3 (GnRH-3) est exprimée uniquement chez les poissons téléostéens et chez les espèces à 
deux variants, comme le poisson zèbre (GnRH-2 et GnRH-3), elle remplit la fonction 
hypophysiotrope. De plus, les neurones à GnRH-3 chez les poissons zèbres s‟étendent des 
































Figure 8 : schéma de l‟axe hypothalamus- hypophyse- gonades 
 
 Les gonadotropines Lh et Fsh secrétées par l‟hypophyse sont donc les régulateurs 
moléculaires directs qui interagissent avec leurs récepteurs transmembranaires au niveau 
gonadique. Ils sont couplés à des protéines G et l‟activation de la voie AMP cyclique va 
permettre une transduction du signal intracellulaire (Ge 2005). Chez les vertébrés, les 
gonadotropines sont des glycoprotéines hétérodimériques composés de deux sous-unités. 
Chez les poissons, une sous unité α commune, conférant l‟affinité aux récepteurs est liée de 
manière non covalente à des sous unité β spécifiques : Lhβ  et Fshβ, qui déterminent l‟activité 
biologique et la spécificité de l‟hormone. Chaque sous-unité est codée par un gène distinct. 
Au niveau des acides aminés, la sous unité α est la plus conservée (Li and Ford 1998) chez les 
espèces de poissons. La sous unité Fshβ est, quant à elle, la moins conservée des deux sous-
unités β, contrairement aux mammifères (Querat et al., 2004). 
 Deux points sont extrêmement importants en ce qui concerne leur activité biologique 
(1) la spécificité avec laquelle elles interagissent avec leurs récepteurs gonadiques FshR et 
LhR et (2) les sites cellulaires d‟expression de ces récepteurs aux gonadotropines. Chez les 
mammifères, les gonadotropines interagissent avec leurs récepteurs gonadiques de manière 
très spécifique et les sites d‟expression de ces récepteurs semblent bien compartimentés. 
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 Ainsi, la Lh interagit avec son récepteur LhR au niveau des cellules de Leydig pour 
stimuler la stéroïdogenèse et donc la production de stéroïdes, alors que la Fsh vient se fixer 
sur son récepteur FshR pour réguler les fonctions sertoliennes, qui sont principalement 
orientées vers le support du développement des cellules germinales (Huhtaniemi and 
Themmen 2005). En revanche, chez les poissons, (1) la spécificité de liaison des 
gonadotropines à leurs récepteurs mais surtout (2) la localisation des sites d‟expression des 
récepteurs aux gonadotropines divergent des mammifères et montrent des activités 
biologiques moins séparées pour Lh et Fsh. L‟expression de FshR dans les cellules de Leydig 
explique la forte activité stéroïdogène de Fsh chez certaines espèces de poissons (Levavi-
Sivan et al., 2010). 
 Ainsi chez les poissons, le FshR est principalement activé par la Fsh, comme chez le 
poisson chat Africain (Garcia-Lopez et al., 2009) ou le barbue de rivière (Kazeto et al., 2008) 
mais peut également l‟être par la Lh à de fortes concentrations, lors de pics de concentration 
plasmatique de Lh (comme en période de ponte chez les femelles). En revanche, le LhR peut 
être considéré comme Lh- spécifique physiologiquement parlant (Schulz et al., 2010). 
Concernant la localisation des récepteurs aux gonadotropines, des études récentes ont montré 
que la protéine FshR était retrouvée à la fois dans les cellules de Sertoli mais également dans 
les cellules de Leydig chez l‟anguille (Schulz et al., 2010). En accord avec ces résultats, le 
gène fshr s‟exprime dans les deux types cellulaires chez le poisson chat Africain (Garcia-
Lopez et al., 2009) tandis que l‟expression de lhcgr est restreinte aux cellules de Leydig. 
L‟ensemble de ces données suggèrent donc que chez les poissons téléostéens, la 
stéroïdogenèse au niveau des cellules de Leydig est régulée par Lh et Fsh alors que les 
fonctions des cellules de Sertoli sont principalement régulées par Fsh (Schulz et al., 2010), qui 
est une hormone stéroïdogène puissante (Planas et al., 1993). 
 Par ailleurs, des études montrent que la stéroïdogenèse médiée par Fsh stimule les 
stades précoces de la spermatogenèse, comme la prolifération des spermatogonies (Campbell 
et al., 2003), tandis que Lh est principalement impliquée dans les étapes finales de la 
maturation. En accord avec ces notions, Fsh est la gonadotropine clef pour l‟initiation de la 
spermatogenèse, comme le montre par exemple des travaux basés sur de la culture d‟explant 
testiculaire d‟anguille (Ohta et al., 2007). Les effets de la Fsh sur la spermatogenèse chez les 
poissons qui ne sont pas reliés à la stéroïdogenèse ne sont cependant pas renseignés. 

































 Les stéroïdes produits, principalement la 11 kétotestostérone (11-KT) chez les 
poissons, mais aussi la testostérone (T) et l‟œstradiol (E2) agissent en retour sur les circuits 
neuroendocriniens pour contrôler la synthèse et la libération des gonadotropines pour revue, 


















Figure 9 : contrôle des fonctions testiculaires (stéroïdogenèse et spermatogenèse) par l‟axe 
hypothalamus –hypophyse – gonades (inspiré de (Schulz et al., 2010)) 
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 V.2. Les hormones stéroïdiennes 
 Les hormones stéroïdiennes jouent un rôle dans la régulation de la steroïdogenèse et 
de la spermatogenèse. En effet, les données suggèrent que les hormones stéroïdiennes ont des 
rôles importants et distincts concernant le contrôle de la spermatogenèse chez les poissons. 
Par exemple, les androgènes (T et 11-KT) augmentent graduellement en même temps que la 
spermatogenèse progresse et diminuent lors de la spermiation. 
- Les œstrogènes 
 Les ERs sont exprimés dans les cellules testiculaires somatiques et les cellules 
germinales mâles haploïdes (Miura et al., 1999), suggérant que l‟E2 joue un rôle important 
dans la régulation d‟expression des gènes au sein des testicules. Par exemple, des travaux sur 
la truite ont montré que l‟E2 induit l‟expression des gènes codant pour des protéines de liaison 
au rétinol, suggérant que l‟E2 contrôle l‟homéostasie de l‟acide rétinoïque au sein du testicule 
(Schulz et al., 2010). L‟acide rétinoïque est quant à lui nécessaire pour la prolifération et la 
différenciation des spermatogonies non différenciées chez les souris (Zhou et al., 2008). C‟est 
moins clair pour le poisson zèbre (Alsop et al., 2008). Par ailleurs, l‟E2 joue un rôle important 
dans le renouvellement et la prolifération des spermatogonies. 
 En effet, la mitose spermatogoniale peut être séparée en 2 catégories (régulées par 
différents mécanismes faisant intervenir les hormones stéroïdiennes): 
(1) L‟auto- renouvellement lent des spermatogonies 
(2) La prolifération rapide des spermatogonies différenciées vers la méiose (Clermont 1972). 
 Chez les vertébrés, le renouvellement des spermatogonies est régulé par l‟E2. Chez les 
poissons téléostéens, des approches in vivo et in vitro (Miura et al., 1999; Amer et al., 2001; 
Song and Gutzeit 2003) ont montré que l‟E2 est aussi une « hormone mâle », et joue un rôle 
important dans le renouvellement des spermatogonies SCC (spermatogonial stem cells). De 
plus, chez les femelles, la prolifération des gonies est également régulée par l‟E2 (Miura et al., 
2007). L‟E2 agit sur les cellules de Sertoli qui vont en réponse induire l‟expression de facteurs 
de renouvellement des spermatoginies SCC (spermatogonial stem cells) (par exemple eSRS34 
chez l‟anguille, (Miura et al., 2003; Miura et al., 2007); et peut être FgB et FgC chez la 
daurade (Pinto et al., 2006). 
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- Les androgènes : 
 Les AR (α et β) sont exprimés dans les cellules de Sertoli et les cellules intersticielles 
mais pas dans les cellules germinales, suggérant que les androgènes développent leurs 
activités biologiques via les cellules somatiques (Ikeuchi et al., 2001). Les androgènes 
influencent l‟expression testiculaire de nombreux gènes, comme ceux des cellules de Sertoli, 
où des gènes régulent la spermatogenèse et la stéroïdogenèse, comme démontré chez la truite 
pré pubère (Le Gac et al., 2008). Par exemple, le gène amh qui inhibe la différenciation des 
spermatogonies est significativement inhibé par T et 11-KT. Il a également été montré que la 
T et la 11-KT pouvaient avoir des rôles distincts (régulation différentielle de certains gènes). 
Les androgènes supportent soit le processus entier de la spermatogenèse, ou au moins des 
étapes, comme la multiplication spermatogoniale et la formation et ou la maturation des 
spermatocytes (Remacle et al., 1976). Les androgènes induisent la spermiation chez certaines 
espèces mais de manière moins efficace que la progestine (Ueda et al., 1985). 
 
 V.3. Les autres régulateurs de la stéroïdogenèse et de la spermatogénèse 
  V.3.1. Facteurs protéiques 
 S‟il est admis que la régulation de la stéroïdogenèse passe essentiellement par l‟axe 
HPG et les gonadotropines, il existe également d‟autres régulateurs protéiques. Ce sont par 
exemple les protéines Dmrt1, Amh, Foxl2 ou encore Sox9. Elles jouent tout d‟abord un rôle 
dans le développement et la différenciation sexuelle mais également au stade adulte, même si 
leurs rôles ne sont pas toujours bien définis chez le poisson. 
 Concernant Foxl2 des études récentes ont permis de montrer un rôle important de cette 
protéine dans la régulation de cyp19a et /ou inversement chez les poissons femelles (Baron et 
al., 2004; Vizziano et al., 2007). FoxL2 est en effet capable d'activer la transcription de 
cyp19a in vitro de manière directe et/ou indirecte (Wang and Orban 2007; Yamaguchi et al., 
2007). 
 Concernant l‟hormone anti-müllérienne (Amh), c‟est un répresseur connu de cyp19a 
dans les ovaires et les testicules chez les mammifères mais son effet chez les poissons est 
moins bien renseigné. Cependant, durant la période de différenciation testiculaire, l'expression 
de cyp19a diminue alors que celle d‟amh augmente chez le poisson zèbre, en accord avec le 
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modèle de régulation proposé chez les mammifères. En revanche, dans les ovaires, les 
régulations semblent plus complexes et l‟hormone antimüllérienne ne semble pas réguler 
l'expression de cyp19a (Rodriguez-Mari et al., 2005). Chez des poisson adultes, quelques 
études récentes ont mis en évidence la capacité de certaines substances (flutamide, 
éthyniloestradiol, oestradiol) à inhiber l'expression du gène amh (Filby et al., 2007;Schulz et 
al., 2007) mais ces études restent rares. 
 Chez le poisson mâle, on connait encore moins les mécanismes d‟action de Sox9 qui 
semble être responsable de la différenciation mâle chez les mammifères (Vidal et al., 2001). 
Toutefois, chez le medaka et le tilapia, la forme testiculaire de sox9 ne semble pas être 
impliquée dans la différenciation histologique des gonades mais plutôt dans le développement 
des tubules testiculaires (Nakamoto et al., 2005; Ijiri et al., 2008). Chez des poissons 
téléostéens, comme par exemple le poisson zèbre, deux formes ont été identifiées, Sox9a et 
Sox9b (Chiang et al., 2001). Chez le poisson zèbre, Sox9a est exprimé dans le testicule alors 
que Sox9b est exprimé dans l‟ovaire au cours du développement. Une étude récente chez le 
poisson chat a également mis en avant le rôle de Sox9a dans la spermatogenèse, avec une 
augmentation de sa trnascription au cours de la recrudescence testiculaire et une diminution 
pendant la phase de reproduction (Raghuveer and Senthilkumaran, 2010). Les mêmes auteurs 
émettent l‟hypothèse que les gonadotropines pourraient stimuler l‟expression de sox9a. Au vu 
de l‟ensemble de leurs résultats, ils suggèrent un rôle plausible de Sox9 dans la stimulation du 
cycle testiculaire. 
  V.3.2. Neurohormones et facteurs de croissance 
 D‟autres hormones hypophysaires peuvent également agir sur la spermatogenèse 
testiculaire, comme l‟hormone de croissance Gh (Singh et al., 1988), dont la synthèse est 
stimulée par le GnRh (Klausen et al., 2005). Un dialogue entre les axes de reproduction et de 
croissance peut se faire via les stéroïdes sexuels et le GnRh qui modulent le relargage de la 
Gh hypophysaire (Melamed et al., 1995). De plus, chez le saumon Chinook, le début de la 
prolifération spermatogoniale coïncide avec des niveaux élevés de Fsh, d‟androgènes et d‟Igf-
1 (Campbell et al., 2003), un facteur de croissance relargué par le foie en réponse à la 
stimulation Gh. Igf1 peut également être produit dans d‟autres tissus cibles, comme le 
testicule. Les transcrits d‟Igf1 et de son récepteur ont aussi été détectées dans les cellules 
germinales et de Sertoli chez la truite (Le Gac et al., 1996) et des preuves expérimentales 
supportent son rôle dans la prolifération et /ou la différenciation des spermatogonies (Loir and 
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Le Gac 1994; Vinas and Piferrer 2008). La Gh peut également modifier la prolifération des 
cellules germinales (Loir 1999) et elle est capable de stimuler la prolifération des 
spermatogonies indépendamment des stéroïdes et d‟Igf1 chez l‟anguille japonaise (Miura et 
al., 2011). 
 Enfin, nous pouvant également évoquer un autre facteur de croissance chez le 
poisson : l‟activine B, qui est un facteur connu pour réguler positivement la synthèse de Fsh 
chez les vertébrés (Nett et al., 2002). Chez les poissons, l‟activine B est secrétée par les 
cellules de Sertoli et joue un rôle dans la régulation de la prolifération des cellules germinales 
(Miura and Miura 2001). Sa transcription et sa translation sont toutes les deux stimulées par 



















Objectifs de la thèse 
  
  Objectifs de la thèse 
37 
 
Les perturbateurs endocriniens sont présents dans le milieu aquatique et représentent un 
risque pour la santé des organismes et des populations. Parmi les PE, certains peuvent 
potentiellement avoir un impact sur la synthèse hormonale. Ce travail de thèse s‟inscrit dans 
la thématique générale de l‟étude des effets des PE sur la fonction gonadique des poissons et 
est organisé autour de la problématique suivante : 
 
Quel est l’impact des perturbateurs endocriniens, en particulier des fongicides azolés, 
sur la stéroïdogenèse testiculaire du poisson zèbre? 
 
Pour répondre à cette question, différentes études complémentaires ont été menées pour 
(1) Etudier l‟impact du clotrimazole et de molécules modèles sur la stéroïdogenèse 
testiculaire en réalisant des expositions de poissons in vivo ou bien en utilisant un système de 
culture d‟explants testiculaires in vitro ; 
(2) Caractériser le mécanisme d‟action du clotrimazole sur la stéroïdogenèse in vivo en 
analysant un ensemble de gènes le long de l‟axe hypophyse- gonade ; 
(3) Etudier les effets du clotrimazole sur la spermatogenèse en s‟appuyant sur des mesures 
au niveau moléculaire et histologique. Il s‟agissait aussi de s‟interroger sur le lien entre une 
perturbation de la stéroïdogenèse et les conséquences potentielles sur la spermatogenèse. 
 L‟objectif de ce travail de thèse vise dans un premier temps à apporter des 
informations nouvelles sur le mécanisme d‟action d‟une molécule peu étudiée, le 
clotrimazole, mais aussi à évaluer son impact sur la fonction de reproduction. Ce travail met 
également en avant une démarche expérimentale permettant de rendre compte d‟une 
perturbation endocrinienne. Enfin, il soulève des questions sur la pertinence des paramètres 
biologiques mesurés dans le cadre plus général de l‟évaluation des dangers des substances 
chimiques chez le poisson. 
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I. Choix biologiques 
 
 I.1. Modèle biologique : le poisson zèbre 
 Le poisson zèbre (Danio rerio) est un vertébré téléostéen appartenant à la famille des 
cyprinidés. C‟est un poisson tropical vivant dans les eaux douces de certaines régions d‟Inde 
et de Birmanie. Cette espèce, au stade adulte ou embryonnaire, a été historiquement utilisée 
en recherche fondamentale, notamment dans les domaines de la biologie du développement et 
de la génétique (Fishman 2001). Elle présente de nombreux avantages : 
- Le poisson zèbre s‟élève facilement, est de petite taille (4-5cm de long à l‟âge adulte), 
et possède un cycle de vie court. Il atteint ainsi sa maturité sexuelle entre 75 et 100 jours 
(Laale 1977), ce qui permet son utilisation pour des études sur un cycle de vie entier. Les 
femelles présentent un cycle de reproduction continu et asynchrone, permettant d‟avoir une 
production d‟œufs continue au sein d‟un élevage. De plus, le nombre d‟œufs produits par 
femelle est important, ce qui permet de travailler sur des grands effectifs (Eaton and Farley 
1974). Les œufs ont un chorion transparent et ne sont pas adhérents, facilitant ainsi 
l‟observation du développement et des anomalies ; 
- Son génome est presque entièrement séquencé; la banque de données permet donc 
d‟avoir accès directement aux séquences des gènes d‟intérêt (www.zfin.org), et l‟étude des 
gènes et de leur expression en est facilitée. Dans le cadre de notre étude, c‟est un avantage 
indéniable, notamment en ce qui concerne le « design » des primers des gènes ; 
- Le poisson zèbre est également préconisé dans les tests réglementaires d‟écotoxicité 
aquatique. Dans le contexte des PE, le poisson zèbre est une espèce considérée comme 
modèle pour étudier les cibles et leurs modes d‟action (Segner 2009). Différents tests de 
criblage d‟activité de molécules in vivo ont été mis en place chez le poisson et ont notamment 
fait l‟objet de plusieurs lignes directrices OCDE. Il s‟agit d‟ « Essai à court terme de 
reproduction des poissons » (OCDE 229) et « Essai de 21 jours sur les poissons » (OCDE 
230). Plus spécifiquement, un test OCDE sur poisson zèbre, appelé « fish sexual development 
test » (FSDT) et prenant comme principaux paramètres mesurés la concentration en Vtg et le 
sexe ratio, a été proposé comme test pour la détection de PE. Outre son utilisation pour les 
PE, le poisson zèbre est considéré comme un modèle en toxicologie (Lele and Krone 1996) 
(Hill et al., 2005; Sipes et al., 2011) . En effet, en plus des avantages présentés ci-dessus, sa 
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physiologie ou encore son développement ont été étudiés de manière très précise en condition 
normale, mais ils ont également été étudiés pour rechercher les effets de différents types de 
toxicité, de la toxicité vasculaire à la perturbation endocrinienne. La bonne conservation des 
voies de signalisation et des processus de développement entre les poissons zèbres et les 
mammifères, ainsi que la concordance globale entre les études de toxicité sur le poisson zèbre 
et sur les mammifères montrent que cette espèce peut également être représentative des 
vertébrés supérieurs (Sipes et al., 2011). 
 Nous l‟avons surtout choisi pour les connaissances acquises sur ce modèle au cours 
des études passées menées à l‟INERIS. En effet, nous possédons un élevage autonome, 
permettant à tout moment de générer de nouveaux individus et d‟avoir accès à des poissons 
adultes. L‟élevage est divisé en 2 parties indépendantes, avec d‟un côté un élevage de poisson 
zèbre classique de souche AB et d‟un autre côté un élevage de poissons zèbres transgénique 
cyp19a1b-GFP. Le poisson zèbre a déjà été utilisé dans plusieurs études au sein de notre 
laboratoire et des outils spécifiques de mesures de paramètres biologiques sur ce modèle ont 
été mis au point. Ces outils ont été utilisés dans le cadre de l‟étude de perturbations 
endocriniennes. Il s‟agit par exemple (1) du développement d‟anticorps spécifiques contre la 
vitellogénine (Vtg) (Brion et al., 2002) (2) du développement d‟anticorps dirigés contre des 
enzymes de la stéroïdogenèse (Cyp17a1a, Cyp11c1, Foxl2) ou encore (3) de l‟utilisation de 
lignée transgénique cyp19a1b-GFP dans le but d‟étudier les effets de composés 
œstrogèniques. 
 
 I.2. Choix des molécules 
Les molécules étudiées au cours de ce travail de thèse sont des fongicides pharmaceutiques ou 
pesticides de la famille des azoles ainsi que des molécules modèles qui viendront en appui 
comme témoins positifs ou témoins négatifs dans les différentes études. 
I.2.1. Les fongicides azolés 
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 Les concentrations en azoles ont été choisies dans le but de mettre en lumière des 
mécanismes d‟action et ne sont pas basées sur des concentrations « environnementales ». 
Elles sont comparables aux concentrations utilisées dans des études portant sur des 
expositions à d‟autres azoles (par exemple (Zhang et al., 2008a; Ankley et al., 2009)) et ont 
également été sélectionnées par rapport à des travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire 
sur le clotrimazole. Notre attention s‟est d‟ailleurs portée sur cet azole car il a la capacité 
d‟inhiber l‟activité aromatase dans des fractions microsomales de cerveau ou d‟ovaires chez 
le poisson (Monod et al., 1993; Hinfray et al., 2006). Le clotrimazole peut également inhiber 
l‟activité du Cyp17 in vitro chez des modèles mammaliens (Ayub et al., 1987). 
 Un chapitre a été consacré aux azoles dans la partie synthèse bibliographique (cf 
chapitre synthèse bibliographique, paragraphe 2.). 
I.2.2. L’ethinylœstradiol 
 Le 17α-éthinyloestradiol (EE2) est une hormone stéroïde de synthèse utilisée 
principalement dans les contraceptifs hormonaux. In vitro, l‟EE2 est plus puissant que 
l‟œstradiol pour activer les récepteurs des œstrogènes dans différents modèles cellulaires 
mammifères et poissons (par exemple (Legler et al., 2002; Cosnefroy et al., 2009)) et in vivo, 
des travaux ont montré les effets néfastes de faibles concentrations d‟EE2 sur le 
développement et la reproduction des poissons (Segner et al., 2003; Nash et al., 2004). 
Récemment, des travaux chez le poisson zèbre ont montré la capacité de l‟EE2 à inhiber 
l‟expression de plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse in vivo et ex vivo, mais également à 
perturber la spermatogenèse (de Waal et al., 2009). Dans le cadre de nos travaux, nous avons 
donc choisi cette molécule comme témoin négatif pour sa capacité à inhiber l‟expression des 
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gènes de la stéroïdogenèse, mais aussi pour sa capacité à inhiber la spermatogenèse (tableau 
8). 
I.2.3. La forskoline 
 A l‟opposé, la forskoline (FSK) est un activateur de la voie AMPc par stimulation de 
l‟adenyl cyclase, et elle induit l‟expression des gènes de la stéroïdogenèse. Nous nous 
sommes donc intéressé à cette molécule car elle permet d‟augmenter de manière globale la 
stéroïdogenèse, de l‟expression des gènes de la voie de synthèse jusqu‟à la production de 
stéroïdes (Leal et al., 2009). L‟induction de ces niveaux basaux est intéressante in vitro pour 
détecter de manière plus sensible l‟effet de molécules ayant pour propriété l‟inhibition de 
certaines activités enzymatiques de la stéroïdogenèse, ce qui est le cas des azoles. 
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 La démarche expérimentale générale est présentée dans la figure 10. Comme indiqué 
sur le schéma, des expositions in vivo et in vitro ont été réalisées. Ces deux types d‟exposition 
avaient déjà été mis en place au laboratoire et ont été volontairement utilisés de manière 
complémentaire. 
 
 II.1. Expositions in vivo 
 Des poissons zèbres adultes mâles ont été exposés in vivo pendant 7 ou 21 jours au 
clotrimazole (tableau 6). Concernant la voie d‟exposition, nous aurions pu choisir une 
contamination par la nourriture, car les azoles tendent à s‟adsorber sur les particules en 
suspension (OSPAR 2005), ou encore la contamination par les sédiments. Nous avons 
finalement choisi une contamination par l‟eau, plus aisée à mettre en œuvre, déjà pratiquée au 
sein du laboratoire et permettant des prélèvements d‟échantillons d‟eau rapide afin de réaliser 
une quantification du clotrimazole en chimie analytique avec une étape de purification sur 
colonne. 
 Les poissons ont été exposés dans des aquariums de 4 L en conditions semi-statiques 
(25°C). Pour limiter le stress, nous avons choisi de limiter leur nombre à 10 par aquarium. Un 
renouvellement de l‟eau a été effectué toutes les 24h et, au moment de chaque changement 
d‟eau, une nouvelle dose de clotrimazole a été ajoutée. Pour cela, une solution mère de 
clotrimazole a préalablement été préparée dans du DMSO (0,004% V/V) alors que du DMSO 
seul a été ajouté dans les aquariums témoins (0,004% V/V). Nous avons choisi ce solvant car 
les composés organiques s‟y dissolvent bien, et que des études au sein de notre laboratoire ont 
montré qu‟il n‟y avait pas de différences significatives entre des poissons mis en présence de 
DMSO ou en stabulation dans de l‟eau claire pour des mesures d‟activités d‟enzymes de la 
stéroïdogenèse par exemple (données non montrées). De plus, il est admis que ce solvant est 
peu toxique à de faibles concentrations. Des études rapportent quand même que le DMSO 
peut avoir une activité œstrogènique à des concentrations fortes. Par exemple, le DMSO 
induit l‟expression des gènes codant pour des récepteurs aux œstrogènes mais aussi leur 
synthèse protéique dans des cultures primaires d‟hépatocytes exposées à du DMSO 0,1% V/V 
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(Mortensen et al., 2006). Cependant, les concentrations utilisées dans notre étude sont bien 
plus faibles. 
  II.1.1. Contrôle de l’exposition 
 Les conditions d‟exposition ont été contrôlées quotidiennement avec un suivi de la 
physico-chimie de l‟eau (T°C, pH, conductivité, concentration en oxygène dissous). 
 De plus, les concentrations en clotrimazole ont été déterminées à 3 points 
d‟échantillonnage au cours de chaque exposition, en prélevant en parallèle un échantillon 
d‟eau avant le renouvellement (24h après l‟exposition) et juste après le renouvellement (0h). 
Brièvement, les échantillons d‟eau ont été purifiés et concentrés sur colonne SPE (« Solid 
Phase Extraction »). La concentration en clotrimazole a ensuite été déterminée par HPLC à 
l‟aide d‟une gamme de standards. Cette méthodologie, détaillée dans les articles, a été adaptée 
d‟une méthodologie déjà mise en place (Peschka et al., 2007). 
II.1.2. Prélèvement des échantillons biologiques 
 A la fin des expositions, les poissons ont été sacrifiés dans de l‟eau refroidie. Cette 
technique de sacrifice est spécifique des espèces d‟eau chaude. Les organes suivants ont 
ensuite été prélevés, avec quelques différences selon que l‟exposition ait été réalisée à 7 ou à 
21 jours : (1) les testicules, le foie, le cerveau et l‟hypophyse, qui ont été conservés dans du 
RNA later à – 20 °C pour pouvoir réaliser des mesures d‟expression de gènes, et (2) le sang, 
qui a été mis dans une solution de PBS hépariné et congelé à – 20 °C dans l‟attente de la 
quantification en stéroïdes circulants (11-KT). Une partie des testicules a été fixée dans du 
Bouin en vue d‟analyses histologiques ou immunohistochimiques. La mesure des paramètres 
biologiques est présentée dans le paragraphe III. 
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II.2. Expositions in vitro 
 Nous avons choisi d‟étudier l‟effet de fongicides azolés et de molécules contrôles 
(FSK et EE2) sur un modèle de culture d‟explants testiculaires in vitro. Ce modèle a été 
initialement développé chez l‟anguille (Miura et al., 1991) et récemment adapté au poisson 
zèbre (Leal et al., 2009). A l‟origine, ce modèle a été développé pour étudier la 
spermatogenèse. Dans notre étude, il a été utilisé en parallèle de l‟in vivo pour étudier le 
mécanisme d‟action du clotrimazole, le but étant de détacher l‟explant testiculaire des 
régulations de l‟organisme. Il a également été question d‟étudier l‟effet d‟autres fongicides 
azolés et de molécules contrôles, connus pour stimuler ou inhiber la stéroïdogenèse in vitro. 
II.2.1. Méthode de mise en culture des explants testiculaires 











Figure 11: Schéma du système in vitro de culture d‟explants testiculaires de zebrafish 
 
 Très brièvement, pour chaque individu, les testicules ont été disséqués, séparés en 
deux et mis en culture en parallèle. La composition du milieu de culture est indiquée dans la 
figure 11. Ainsi, chaque testicule exposé sera associé à « son » testicule contrôle, permettant 
  Choix biologiques et démarche expérimentale 
47 
 
un appariement des échantillons pour le traitement statistique des données. Les auteurs qui ont 
mis en place ce système de culture ont confirmé que pour les deux testicules d‟un même 
individu sont similaires (1) les compositions cellulaires (2) les niveaux d‟ARNm de 
marqueurs de cellules germinales et de gènes spécifiques des cellules somatiques et (3) les 
niveaux de sécrétion/libération de 11-KT (Leal et al., 2009). Ces auteurs ont également 
montré que ce système de culture a la capacité de maintenir le processus de la spermatogenèse 
pendant 6 jours et que la FSK peut stimuler la sécrétion/libération de 11-KT dans le milieu de 
culture. 
 A ce niveau, il convient de remarquer que le milieu de culture contient de la fungizone 
(amphotericin B), qui agit par perméabilisation de la membrane en se liant au cholestérol et à 
ses esters. Même si le mécanisme d‟action est ici différent des azoles, cet élément est à 
prendre en compte puisque la fungizone peut potentiellement perturber les réponses 
biologiques basales. 
 Par ailleurs, au niveau du vocabulaire employé, il y a une divergence entre l‟article 
rédigé en anglais (chapitre 1 des résultats) et le manuscrit de thèse : pour parler de culture 
d‟explant testiculaire, le terme ex vivo est utilisé dans l‟article 1 alors que le terme in vitro 
semble ici plus approprié. En effet, la culture ex vivo est un terme utilisé lorsque l‟on isole un 
organe pour réaliser des mesures directement sur celui là, après avoir par exemple exposé des 
individus in vivo (Leal et al., 2009; Ankley et al., 2012). En revanche, si l‟on expose des 
organes indépendamment de l‟organisme entier, on parlera de culture in vitro. Le terme ex 
vivo utilisé dans l‟article 1, qui est également le terme employé dans la publication d‟origine 
qui décrit le système de culture d‟explants testiculaires chez le poisson zèbre (Leal et al., 
2009), ne sera donc pas employé dans le manuscrit de thèse en français. 
II.2.2. Exposition et traitement des explants testiculaires 
 Les explants testiculaires ont été contaminés 3 ou 6 jours avec de l‟EE2 ou des azoles 
(Tableau 7). Dans le cas des contaminations aux azoles, des co-traitements avec la FSK ont 
également été réalisées (en comparaison de témoins traités uniquement par FSK) pour 
augmenter les niveaux de base de 11-KT. A la fin des expositions, les testicules ont été 
préservés dans du RNA later en attendant les analyses d‟expression de gènes. Les milieux de 
culture ont également été conservés afin de mesurer la concentration en 11-KT (Figure 11). 
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 Le paragraphe suivant fait état des paramètres biologiques mesurés après les 
différentes expositions. 
 
III. Mesures des paramètres biologiques 
 
 Suite aux expositions réalisées in vivo et in vitro, un ensemble cohérent de paramètres 
biologiques a été étudié. Les paramètres biologiques choisis vont être relativement différents 
en fonction du modèle d‟exposition mais également en fonction de la durée d‟exposition (in 
vivo ou in vitro, 7 ou 21 jours). 
 Cependant, la philosophie est restée la même : nous avons toujours cherché à coupler 
des mesures d‟expression de gènes, notamment ceux impliqués dans le processus de la 
stéroïdogenèse à des mesures rendant compte d‟une synthèse protéique en aval de la 
stéroïdogenèse, comme la mesure de la concentration en 11-KT. Pour les expositions in vivo, 
les paramètres biologiques mesurés sont cependant plus étendus comparativement à l‟in vitro. 
En effet, le réseau de gène a été renforcé, avec la prise en compte d‟autres cibles majeures, 
qui sont des nœuds de régulation le long de l‟axe hypothalamus hypophyse gonades (HPG) 
dans son ensemble. Par ailleurs, des analyses histologiques ont également été réalisées afin de 
savoir si des effets observés au niveau moléculaire pouvaient se traduire par des effets au 
niveau tissulaire. 
 
III.1. Mesure d‟expression de gènes 
  III.1.1. Choix des gènes cibles 
 Nous avons choisi de mesurer les variations d‟expression d‟un réseau de gènes 
fonctionnels exprimés dans différents organes et ayant un rôle direct ou indirect le long de 
l‟axe HPG, mais également ayant un rôle plus apical dans la fonction de reproduction. 
- Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l‟expression de gènes codant pour 
des enzymes ou des protéines de transport (star) impliquées dans le processus de la 
stéroïdogenèse (tableau 9). 
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Nom Nom développé 
fonction de la 
protéine 
séquence du primer 
sens (5' --> 3') 
séquence du 
primer anti- sens 













dehydrogenase, 3 β- and 








cytochrome P450, family 









cytochrome P450, family 


















cytochrome P450, family 








cyp19a1b cytochrome P450, family 
19, subfamily A, 
Stéroïdogénèse ACTAAGCAAGTCC TTTAAACATACCTA NM_131642.1 
Tableau 9 : caractéristique des gènes impliqués dans le processus de la stéroïdogenèse 











 Afin d‟aller plus loin dans l‟étude du mécanisme d‟action du clotrimazole, des gènes 
impliqués dans l‟axe hypophyse- gonades ont par la suite été étudiés in vivo, à savoir les 
gonadotropines au niveau hypophysaire et leurs récepteurs au niveau testiculaire. Il a 
également été question de mesurer l‟expression de gènes au niveau du cerveau. En effet, nous 
nous somme intéressés à l‟expression du gnrh3, régulateur clef de l‟axe HPG, mais également 
à l‟expression des gènes impliqués dans la stéroïdogenèse cérébrale, comme par exemple 
l‟aromatase b (cyp19a1b). Les transcrits des récepteurs aux œstrogènes ont également été 
quantifiés. Ces gènes sont présentés dans le tableau 10, la stéroïdogenèse cérébrale faisant 
intervenir les mêmes enzymes qu‟au niveau gonadique. A noter que l‟aromatase « cérébrale » 
cyp19a1b est également exprimée, de manière moindre, dans les gonades et inversement ; 
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Nom Nom développé 
fonction de la 
protéine 
séquence du 
primer sens (5' --> 
3') 
séquence du 
primer anti- sens 
(5' --> 3') 
numéro d'accès 
lhβ luteinizing hormoneβ sub unit 
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récepteur de la 
GnRH 2 
CTTGGCCTGT GACGTCCTGAT NM_001144979 
 
Nom Nom développé 
fonction de la 
protéine 
séquence du 
primer sens (5' --> 
3') 
séquence du 
primer anti- sens 
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Tableau 10 : caractéristique des gènes impliqués directement ou indirectement 


















 L‟expression d‟autres gènes testiculaires, ayant un rôle direct dans la spermatogenèse, 
a été étudiée pour voir si les variations au niveau de l‟axe HPG se traduisaient par des 
modifications moléculaires au niveau de cette fonction (tableau 11). L‟étude de l‟expression 
de ces gènes a été réalisée en parallèle à l‟histologie des gonades. 
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Nom Nom développé fonction de la protéine 
séquence du primer 
sens (5' --> 3') 
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 Enfin, les niveaux de transcrits de gènes codant pour des enzymes intervenant dans le 
métabolisme des xénobiotiques ont été quantifiés. Ces enzymes interviennent également dans 
le métabolisme des stéroïdes sexuels, à savoir le catabolisme. Elles peuvent donc influer sur la 
concentration finale en stéroïdes sexuels, qui est la somme de leur synthèse, de leur libération, 
de leur dégradation et de leur excrétion. De plus, ces enzymes sont des CYPs, ce qui en fait 
des cibles potentielles des azoles. En effet, leur activité ainsi que leur expression peuvent 
potentiellement être modifiées par une exposition à des fongicides azolés chez les poissons 
(Miranda et al., 1998). Ces gènes sont présentés dans le tableau 12. 
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  III.1.2. Méthode de quantification des gènes 
 Les gènes ont été quantifiés par PCR quantitative (« Polymerase Chain Reaction »). 
Brièvement, l‟ARN total a été extrait des différents organes (gonades, hypophyses, cerveaux, 
foie) en utilisant le Trizol
®
. Après vérification de la qualité des ARN totaux par une migration 
sur gel d‟agarose, une quantification et une normalisation de la concentration en ARN total 
ont été réalisées. Les échantillons ont ensuite fait l‟objet d‟une transcription inverse pour 
obtenir de l‟ADN complémentaire à l‟ARN (ADNc). 
 Pour chaque gène cible (tableaux 9-12), deux couples de primer ont été conçus et des 
mises au point ont été réalisées sur des échantillons témoins pour évaluer la spécificité des 
amorces et leur qualité. Pour cela, une PCR classique suivie d‟une migration sur gel d‟agarose 
a permis de valider la spécificité d‟un couple de primer (un seul amplicon) et la taille de 
l‟amplicon. Ensuite, des essais préliminaires de PCR quantitative ont été réalisés sur des 
échantillons témoins pour chaque couple d‟amorces, afin d‟évaluer leur influence sur 
l‟efficacité de la réaction de PCR. Un autre paramètre, qui est la concentration en amorces a 
également été testé. Ces tests ont permis de valider un couple d‟amorces pour chaque gène 
cible. 
 Enfin, la PCR quantitative a été réalisée sur les ADNc pour chaque gène cible. Pour 
résumer le principe, la PCR quantitative consiste, comme la PCR classique, à amplifier un 
brin d‟ADNc, spécifique d‟un gène, à l‟aide d‟un couple d‟amorces. Pour cela, on réalise des 
cycles de PCR, grâce à un thermocycleur, qui sont caractérisés par trois étapes correspondant 
à trois températures spécifiques (1) la dissociation des ADNc « double brin » (2) l‟hybridation 
des amorces et (3) l‟élongation de l‟amplicon d‟intérêt grâce à l‟enzyme polymérase. Pour la 
PCR quantitative, un composé se fixant sur les acides nucléiques et émettant de la 
fluorescence est utilisé. Dans notre cas, il s‟agit du SYBR Green®. A chaque cycle, 
contrairement à la PCR classique, la fluorescence est donc mesurée et augmente au cycle n+1 
puisqu‟en théorie, à chaque cycle, il y a 2 fois plus d‟acides nucléiques. Au bout de n cycles, 
la fluorescence dépasse un seuil de détection. Plus l‟ADNc est concentré, plus son cycle de 
sortie, appelé Ct (« Cycle treshold ») est bas. 
  III.1.3. Expression des résultats « gènes » 
 A ce niveau, il convient de noter qu‟une quantification absolue de l‟expression des 
gènes a été choisie in vivo. En effet, il avait tout d‟abord été envisagé de réaliser une 
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quantification relative en utilisant un gène de ménage (également appelé gène de référence). 
Le gapdh, l‟elf1α, ou la β-actine ont alors été utilisés. Aucune de leur expression n‟est 
apparue stable en fonction du traitement, en accord avec certaines des conclusions d‟autres 
auteurs (McCurley and Callard 2008). Une solution alternative a donc été envisagée : les 
ARN totaux, préalablement ajustés à une même concentration avant la RT, ont été utilisés 
pour normaliser les échantillons. De plus, nous nous sommes appuyés sur une gamme de 
standards pour chaque gène d‟intérêt (10-4 – 10-11 µg/µl), ce qui nous a permis d‟obtenir une 
efficacité réelle de PCR. Une valeur de « Ct » a alors été associée à une concentration en 
µg/µl pour chaque échantillon. Cette méthode a été décrite plusieurs fois dans la littérature 
(Huggett et al., 2005; Villeneuve et al., 2007a). Une autre alternative aurait été d‟utiliser les 
trois gènes de référence et de faire une moyenne géométrique des 3 valeurs. Cette méthode 
n‟a pas été retenue car la variabilité observée en fonction du traitement semblait trop élevée in 
vivo. 
 Pour les mesures au sein des explants testiculaires (in vitro), une quantification 
relative, en utilisant comme gène de référence la gapdh, a été utilisée, car la variabilité était 
moins élevée et les résultats obtenus en absolu ainsi qu‟en relatif étaient comparables. 
L‟expression des résultats sous forme de facteur d‟induction (FI) pour l‟expression des gènes 






III.2. Immunohistochimie et dosage de 11-KT 
 Le point de départ de notre étude est la stéroïdogenèse. Nous avons donc choisi 
d‟étudier l‟expression de gènes impliqués dans ce processus. Afin de savoir si les effets 
observés au niveau transcriptionnel étaient suivis par des effets au niveau traductionnel, il 
nous est apparu logique d‟examiner la synthèse protéique des enzymes de la stéroïdogenèse. 
De la même manière, nous avons regardé les concentrations d‟un des produits finals de la 
stéroïdogenèse : la 11-kétotestostérone. 
([gène cible] en µg/µl estimé à partir de la courbe standard en fonction du nombre 
« Ct » du gène cible dans le testicule traité)/(ARN total en µg/µl du testicule traité) 
([gène cible] en µg/µl estimé à partir de la courbe standard en fonction du nombre 
« Ct »du gène cible dans le testicule contra-latéral non traité)/(ARN total en µg/µl dans le 
testicule contra-latéral non traité) 
 
FI = 
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III.2.1. Immunohistochimie par fluorescence 
 Nous disposons au laboratoire de deux anticorps dirigés contre le Cyp17a1 et le 
Cyp11c1. Pour le Cyp17a1, il s‟agit d‟un anticorps primaire de lapin dirigé contre un peptide 
du Cyp17a1 de poisson zèbre alors que pour le Cyp11c1, c‟est un anticorps primaire de rat 
dirigé contre un peptide de truite. Cet anticorps, fourni par Yann Guiguen (INRA de Rennes), 
fonctionne également chez le poisson zèbre. Un anticorps secondaire couplé à un 
fluorochrome permet ensuite la révélation. 
 Après l‟exposition, les testicules ont été conservés dans du Bouin. Ils ont ensuite été 
déshydratés dans de l‟éthanol, lavés dans du toluène et enrobés dans de la paraffine. Les 
échantillons ont alors été coupés finement (section longitudinale de 5µm) et montés sur des 
lames. 
 Le marquage des protéines Cyp17a1 et Cyp11c1 a été réalisé par immunohistochimie 
fluorescente avec les anticorps mentionnés ci-dessus, en utilisant les lames de 4 à 5 individus 
par condition. 
 
III.2.2. Dosage de la 11-KT 
 La 11-KT est un androgène jouant un rôle clef dans la physiologie de la reproduction 
chez les poissons téléostéens. Il est principalement synthétisé dans les cellules de Leydig par 
la stéroïdogenèse, à partir de l‟adrénostérone ou de la 17β-hydroxytestostérone. Il a été dosé 
par un ELISA très spécifique de la 11-KT (kit 11-KT EIA
®
) : 
 Ce dosage est basé sur le principe de l‟ELISA compétitif avec un anticorps secondaire 
liés à l‟Acéthycholinestérase (la 11-KT est lié à AChE). La 11-KT liée à l‟AChE entre en 
compétition avec la 11-KT naturelle pour les sites de fixation de l‟anticorps primaire anti-11-
KT qui est coaté (fixé) aux puits réactionnels. Un substrat est ensuite ajouté (réactif de 
Ellman), permettant de colorer la solution. L‟absorbance, lue au spectrophotomètre à 412 nm, 
est inversement proportionnelle à la quantité de 11-KT naturelle (plus il y a de 11-KT 
naturelle, moins il y a de sites libres pour la 11-KT liés à l‟AChE). 
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III.3. Analyse morphométrique de la spermatogenèse 
 Après avoir mesuré les différents paramètres mentionnés ci-dessus, du gène à la 
protéine, nous avons choisi d‟étudier l‟histologie des gonades pour mettre à l‟épreuve le lien 
entre des évènements se déroulant au niveau moléculaire et des évènements se déroulant au 
niveau tissulaire, en rapport direct la fonction de reproduction. Nous nous sommes donc 
tournés vers une analyse morphométrique des différents types cellulaires de la gonade, en 
portant notre attention sur les cellules germinales et les cellules somatiques, à savoir les 
cellules de Sertoli et les cellules interstitielles (les cellules de Leydig). 
 La méthode qui a été utilisée est adaptée d‟un protocole récemment développé chez le 
poisson zèbre adulte mâle (Feitsma et al., 2007; de Waal et al., 2008), même si quelques 
modifications mineures ont été apportées. Le point de départ de cette méthode est de 
déterminer l‟abondance relative de chaque type cellulaire dans les testicules, à savoir les 
spermatogonies A, les spermatogonies B, les spermatocytes, les spermatides, les 
spermatozoïdes et d‟autres types cellulaires. 
 Afin d‟obtenir une abondance relative de ces différents types cellulaires, nous avons 
utilisé des coupes de testicules, mais contrairement aux expérimentations 
d‟immunohistochimie, elles ont été colorées à l‟hématoxyline et à l‟éosine. Nous avons 
ensuite réalisé des clichés en microscopie (x400) qui ont été intégrés à un logiciel afin de 
superposer une grille d‟intersection de 352 points. Huit champs ont été analysés au hasard 
pour chaque individu (n = 6 poissons par condition) et pour chaque points d‟intersection 
(2816 au total pour chaque poisson), le type cellulaire a été noté et rapporté au nombre total 
de points pour obtenir un pourcentage de type cellulaire par champs. Les résultats sont donc 
d‟abord exprimés en fraction de volume pour chaque type cellulaire (en %). Ces valeurs on 
été rapportées à la masse totale du testicule pour calculer une masse spécifique pour les 
différents types cellulaires (en mg). Un facteur de correction a ensuite été appliqué pour ne 
pas prendre en compte le poids du parenchyme spermatogénique (le tissu conjonctif, le tissu 
gras, des canaux efférents et des vaisseaux lymphatiques et sanguins ainsi que d‟autres tissus 
connectifs). Ainsi, le poids final (en mg) pour chaque composé cellulaire a été déterminé par 
le produit suivant : 
Poids final (mg) = poids du testicule (mg) x fractions volumiques de chaque composé du 
testicule (%) x fractions volumiques du parenchyme spermatogénique (~80%). 
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 Il est ici important de préciser que le volume du parenchyme spermatogénique est 
environ de 20%, donc le chiffre indiqué entre parenthèses correspond en fait à 100% – 20% = 
80%. 
 Par ailleurs, les fractions volumiques des cellules de Leydig (en %) ont été 
déterminées en marge de l‟analyse morphométrique globale et elles ont été exprimées en %. 
 
 
















  Résultats 
58 
 
Le travail s‟est construit en plusieurs étapes correspondant aux 3 chapitres qui structurent la 
partie « Résultats ». Ces différentes étapes, présentées dans le tableau 13 ci- dessous, 
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Chapitre I : Effets du clotrimazole sur la stéroïdogenèse testiculaire chez le 
poisson zèbre adulte 
Contexte 
 Les cytochromes P450 impliqués dans la stéroïdogenèse sont considérés comme des 
cibles importantes des perturbateurs endocriniens chez les vertébrés (Hinfray et al., 2006; 
Cheshenko et al., 2008). Parmi ces cytochromes, le cytochrome P450c17 est une enzyme clef 
de la stéroïdogenèse permettant d‟aboutir à la synthèse d‟androsténédione, précurseur de la 
synthèse d‟œstrogènes et d‟androgènes 11-oxygénés chez les poissons. Le cytochrome 
P540c17, appelé Cyp17a1, possède à la fois une activité hydroxylase et une activité lyase. Il 
est codé par un seul gène, le cyp17a1. Les azoles, utilisés comme anti-fongiques dans 
l‟agriculture ou comme médicaments pharmaceutiques, sont des molécules qui agissent en 
inhibant l‟activité cytochrome P450 14α-déméthylase, une enzyme clef de la synthèse des 
membranes chez les champignons. Les azoles sont également capables d‟inhiber d‟autres 
activités cytochromes P450, incluant plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse, comme cela a 
été démontré sur des modèles in vitro de tissus de mammifères ou de poissons (Vinggaard et 
al., 2000; Hinfray et al., 2006; Cheshenko et al., 2008). 
 
Objectif et démarche expérimentale 
 Dans ce contexte, l‟étude a eu pour buts (1) de caractériser l‟expression du gène et de 
la synthèse de la protéine Cyp17a1 chez le poisson zèbre et (2) d‟évaluer les effets d‟une 
exposition au clotrimazole chez le mâle adulte sur l‟expression du gène cyp17a1 et sur la 
synthèse de sa protéine Cyp17a1 ainsi que sur la concentration en 11-kétotestostérone (11-
KT) in vivo mais aussi in vitro. 
Ce travail a fait l‟objet d‟un article intitulé : 
« Caractérisation de l’expression testiculaire du cytochrome P450 17α-hydroxylase, 17-
20 lyase chez le poisson zèbre et de ses perturbations par le fongicide pharmaceutique 
clotrimazole», rédigé en anglais et publié dans General and Comparative Endocrinology 
(Article 1): 
Nathalie Hinfray, Damien Baudiffier, Marcelo C. Leal, Jean-Marc Porcher, Sélim Aït-Aïssa, Florence Le Gac, 
Rüdiger W. Schulz, François Brion, General and Comparative Endocrinology, 2011 
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Résultats principaux : 
 Ce travail montre tout d‟abord que le gène cyp17a1, chez le poisson zèbre adulte, est 
majoritairement exprimé dans les gonades mâles et femelles. L‟immunolocalisation de la 
protéine Cyp17a1, réalisée au cours du développement des gonades, permet de constater 
l‟apparition d‟un signal dès 40 jours post-fécondation (jpf) et un immunomarquage intense à 
60 jpf, notamment au niveau des cellules interstitielles dans les testicules. 
 L‟exposition in vivo (0.145 – 1.45 µM, soit 50 – 500 µg/L) de mâles adultes au 
clotrimazole induit dans le testicule, de manière croissante en fonction de la dose, l‟expression 
du gène cyp17a1 et la synthèse de la protéine Cyp17a1. En revanche aucune modification de 
la concentration plasmatique de 11-KT n‟est notée. Afin de comprendre comment le 
clotrimazole provoque in vivo une induction de Cyp17a1, nous avons utilisé un système de 
culture d‟explants testiculaires récemment développé chez le poisson zèbre par(Leal et al., 
2009). Nous avons ainsi testé l‟hypothèse d‟une action directe du clotrimazole sur 
l‟expression de cyp17a1. Les données obtenues montrent qu‟il n‟y a pas d‟effet du 
clotrimazole (0.2 – 5 µM) sur l‟expression de ce gène in vitro. En revanche, le clotrimazole 
inhibe la biosynthèse de 11-KT dans le milieu de culture. Il est donc probable que le 
clotrimazole soit capable d‟inhiber une ou plusieurs activités cytochromes P450 impliquées 
dans le processus de la stéroïdogenèse, responsable de la synthèse d‟androgènes. Par ailleurs, 
au niveau histologique, les coupes réalisées ont permis d‟observer une augmentation du 
nombre des spermatogonies A après exposition au clotrimazole (voir données 
supplémentaires de l’article 1). 
 L‟ensemble de ces données suggère que les inductions observées au niveau des 
testicules in vivo ne sont pas dues à une action directe du clotrimazole sur l‟expression de 
cyp17a1. Cette induction d‟une enzyme clef de la stéroïdogenèse est en accord avec des 
expositions du vairon à tête de boule (Pimephales promelas) au kétoconazole montrant une 
induction de l‟expression de plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse. Les auteurs de ces 
travaux suggèrent qu‟il s‟agit d‟une réponse de compensation impliquant des rétrocontrôles au 
niveau du complexe hypothalamo- hypophysaire (Ankley et al., 2007; Villeneuve et al., 
2007b). Cette hypothèse restait cependant à confirmer d‟un point de vue mécanistique. 
 Par ailleurs, en considérant l‟effet inhibiteur du clotrimazole sur la synthèse et/ou la 
libération de la 11-KT in vitro, on peut s‟interroger sur la capacité d‟autres azoles à induire 
des effets similaires. 




 Des expérimentations complémentaires ont été réalisées sur le modèle de culture 
d‟explants testiculaires. En effet, au vu des résultats obtenus pour le clotrimazole, il nous a 
paru intéressant d‟analyser les effets d‟autres azoles, notamment sur la biosynthèse hormonale 
in vitro. Initialement, le clotrimazole avait retenu notre attention pour sa capacité à inhiber 
l‟activité aromatase chez la truite à des concentrations très faibles (Hinfray et al., 2006). Dans 
cette étude, réalisée au laboratoire, il a été montré que le clotrimazole inhibait fortement les 
activités aromatases dans des microsomes d‟ovaires et de cerveau de truites. Ainsi, après 
exposition au clotrimazole à 10 µM pendant 1 heure, les activités aromatase étaient inhibées 
de 96% et 100% dans le cerveau et les ovaires, respectivement. D‟autres azoles avaient 
également été testés, notamment le fenbuconazole et le propiconazole. L‟étude montrait qu‟ils 
inhibaient également l‟activité aromatase dans le cerveau et les ovaires. Comparativement au 
clotrimazole, ces deux composés présentaient des potentiels d‟inhibition moins importants. 
 Nous avons donc choisi d‟exposer des explants testiculaires à ces deux azoles, mais 
également au kétononazole, un azole modèle, qui a fait l‟objet de nombreux travaux 
concernant ces effets sur la stéroïdogenèse chez le vairon à tête de boule (Ankley et al., 2002; 
Ankley et al., 2007; Villeneuve et al., 2007a; Zhang et al., 2008a). 
 Conjointement aux azoles, la forskoline (FSK) a été utilisée comme témoin positif. La 
FSK est un activateur de la voie AMPc. En accord avec les travaux de (Leal et al., 2009), 
nous avons montré qu‟elle induisait l‟expression de gènes clefs impliqués dans le processus 
de la stéroïdogenèse à 1µM (star, cyp17a1, cyp11c1, figure 12A) ainsi que la 
synthèse/libération de 11-KT dans le milieu de culture (figure 12B). Dans notre étude, c‟est 
pour cette propriété que nous l‟avons choisie, afin de stimuler la synthèse basale de 11-KT. 
Dans le cadre de l‟étude des effets des azoles, qui agissent en inhibant les activités 
enzymatiques des CYPs, c‟est une propriété qui permet potentiellement d‟augmenter la 










































































 Les expositions aux azoles ont donc été réalisées seules ou en co-traitement avec la 
FSK. Les résultats, présentés dans les figures 13 et 14, montrent que les azoles inhibent la 
synthèse/libération de 11-KT dès 1µM pour le kétoconazole (figure 13) et à 5µM pour le 
propiconazole et le fenbuconazole. (figure 14). Le co-traitement avec la FSK rend l‟inhibition 









 Au regard du potentiel d‟inhibition des activités aromatase des azoles testés dans des 
microsomes de truite (Hinfray et al., 2006), les résultats de notre étude semblent cohérents, 







































































Figure 12 : Effets in vitro de la forskoline (FSK, [1 µM]) sur (A/) l‟expression de gènes impliqués dans le 
processus de la stéroïdogenèse et (B/) la synthèse/libération de 11-KT dans le milieu de culture après une 
exposition d‟explants testiculaires pendant 6 jours. Pour le panel A, les données sont représentées en 
moyennes d‟expression relative par rapport aux témoins ± S.E.M (n = 3 – 7 poissons par condition). * p<0,05, 
** p<0,01. 
A/ B/ 
Figure 13 : Effet in vitro du kétoconazole seul sur les niveaux de 11-KT mesurés dans le milieu 
de culture après une exposition d‟explants testiculaires pendant 3 et 6 jours. Les données sont 
représentées sous forme de moyenne de concentration en 11-KT relative par rapport aux témoins 
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propiconazole (25% d‟inhibition à 5µM seul) et le fenbuconazole (35% d‟inhibition à 5µM 
seul). Le kétoconazole semble également avoir un potentiel d‟inhibition élevé (40% 







































































































































































Figure 14 : Effets in vitro de plusieurs azoles seuls ou en co-traitement avec la forskoline 
(FSK) sur les niveaux de 11-KT mesurés dans le milieu de culture après une exposition 
d‟explants testiculaires pendant 6 jours. Les données sont représentées sous forme de moyenne 
de concentration en 11-KT relative par rapport aux témoins ± S.E.M (n = 3-17 poissons par 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 En revanche, comme observé pour le clotrimazole (article 1), les azoles testés ici n‟ont 
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 Ces résultats complémentaires viennent appuyer les résultats obtenus dans l‟article 1 
pour le clotrimazole, qui in vitro inhibe la production de 11-KT sans modifier l‟expression des 
gènes impliqués dans sa synthèse. Ils mettent en avant l‟intérêt du modèle de culture 
d‟explants testiculaires dans l‟étude des mécanismes d‟action des azoles. Nous avons donc ici 
un modèle capable de répondre à des composés chimiques en terme de synthèse/libération de 
stéroïdes à des concentrations proches de celles utilisées in vivo. 
 On peut donc s‟interroger sur l‟utilisation de ce modèle pour évaluer les effets de 
composés chimiques sur la stéroïdogenèse, voir pour réaliser du criblage. Il présente 
l‟avantage de prendre en compte l‟appariemment des échantillons, avec un testicule témoin et 
en parallèle un testicule exposé provenant d‟un même individu, réduisant ainsi la variabilité. 
Le prélèvement des échantillons pour la mesure de la synthèse/libération de 11-KT est simple 
(milieu) et la quantification de la 11-KT par méthode ELISA est sensible et spécifique. En 
revanche, le système de culture est relativement complexe dans sa mise en œuvre et le dosage 
de 11-KT est couteux. Le temps d‟exposition est également relativement long (6 jours) et les 
effets observés après 3 jours d‟exposition sont non significatifs pour la concentration en 11-
KT dans les milieux de culture (données non montrées). De plus, dans ce système complexe, 
nous ne connaissons pas la disponibilité du contaminant pour le testicule. En effet, le composé 
chimique, initialement introduit dans le milieu de culture, va atteindre le testicule par transfert 
dans un bloc d‟agarose, puis une membrane de nitrocellulose. 
 Chez les poissons, des cultures d‟explants gonadiques chez la truite ont déjà été 
utilisées in vitro afin d‟étudier les effets d‟azoles sur l‟ovaire (Monod et al., 1993 ; Rime et 
al., 2010). Ils ont montré l‟intérêt d‟un tel modèle dans l‟étude des mécanismes d‟action des 
azoles et ont par exemple mis en évidence que le clotrimazole inhibait la secrétion d‟E2 dans 
des culture d‟explants ovocytaires (Monod et al., 1993). Plus récemment, une étude rapporte 
le développement d‟un système de culture de gonades (testicules et ovaires) chez la truite 
dans le but d‟évaluer les effets de composés chimiques sur la stéroïdogenèse (Marca Pereira et 
al., 2011). Les auteurs concluent que ce système peut être utilisé pour détecter les 
perturbations de la stéroïdogenèse en mesurant la concentration en stéroïdes (œstradiol et 
testostérone) dans le milieu de culture. Dans ce modèle, les explants gonadiques sont exposés 
pendant 2 jours avant de mesurer les paramètres biologiques finaux, à savoir les stéroïdes. 
Des résultats préliminaires montrent tout d‟abord que la concentration en stéroïdes dans le 
milieu de culture est augmentée après exposition à des extraits hypophysaires, ce qui suggère 
que le système répond bien à une stimulation aux gonadotropines. Dans un second temps, les 
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auteurs ont exposés les explants gonadiques à divers composés chimiques, dont un azole : le 
prochloraz. Les mesures effectuées montrent une inhibition de la synthèse/libération de la 
testostérone et de l‟oestradiol dans les cultures d‟explants testiculaires et ovariens, 
respectivement. 
 Dans notre cas, la culture d‟explant testiculaire semble être un modèle pertinent pour 
de l‟étude mécanistique. Elle pourrait également être utilisée pour détecter des composés qui 
perturbent la stéroïdogenèse mais des mises au point semblent nécessaires pour rendre son 
utilisation moins lourde. 
 
Conclusions 
 Notre étude démontre pour la première fois que le clotrimazole est capable d‟affecter 
in vivo l‟expression testiculaire du gène jusqu‟à la synthèse de la protéine Cyp17a1, une 
enzyme clef de la stéroïdogenèse. Par ailleurs, en utilisant un modèle in vitro d‟explant 
testiculaire, nous mettons en évidence une action directe du clotrimazole, mais aussi du 
kétoconazole, du propiconazole et du fenbuconazole sur le testicule, sur l‟inhibition de la 
libération de 11-KT dans le milieu de culture. Cette baisse de la concentration de 11-KT dans 
le milieu est probablement due à l‟inhibition d‟une ou plusieurs activités enzymatiques 
intervenant dans le processus de la stéroïdogenèse. Par ailleurs, les différences observées 
entre les résultats in vivo et in vitro suggèrent que l‟induction de la stéroïdogenèse in vivo 
n‟est pas due à une action directe du clotrimazole et pourrait s‟expliquer par des 
rétrocontrôles au niveau du complexe hypothalamo-hypophysaire. Par ailleurs, le système de 
culture d‟explants testiculaires, initialement développé pour étudier la spermatogenèse, 
semble pertinent pour évaluer les effets de perturbateurs sur la stéroïdogenèse, même si une 
utilisation en routine pour de la détection ou du screening nécessite des études plus poussées. 
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Chapitre II : Effets du clotrimazole sur l’axe hypophyse-gonade chez le 
poisson zèbre adulte: l’induction de la stéroïdogenèse par le clotrimazole 
implique la voie Fsh/Fshr 
Contexte 
 Le clotrimazole est connu pour inhiber des activités enzymatiques cytochrome P450, 
dont plusieurs sont impliquées dans la stéroïdogenèse, comme démontré dans des tests in vitro 
sur des modèles poissons (Hinfray et al., 2006; Vinggaard et al., 2006). Dans l‟article 1, nous 
avons montré que le clotrimazole est capable de moduler in vivo la stéroïdogenèse en 
stimulant l‟expression du gène cyp17a1 et de la synthèse de la protéine Cyp17a1. En 
revanche, le mécanisme d‟action permettant d‟expliquer cette induction est encore mal 
compris mais pourrait faire intervenir un rétrocontrôle au niveau central. Chez les vertébrés, la 
stéroïdogenèse gonadique est sous le contrôle de l‟axe hypothalamo-hypophysaire. Les 
hormones pituitaires LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicle- Stimulating Hormone) 
régulent la stéroïdogenèse et la gamétogenèse en interagissant avec leurs récepteurs 
gonadiques. En retour, les hormones stéroïdiennes induisent des rétrocontrôles sur les circuits 
neuroendocriniens (Zohar et al., 2010). 
 
Objectif et démarche expérimentale 
 Dans ce contexte, le but de l‟étude est (1) d‟évaluer les effets du clotrimazole sur la 
stéroïdogenèse testiculaire et (2) de caractériser son mode d‟action en étudiant un réseau de 
gènes fonctionnels le long de l‟axe hypophyse-gonade. Dans ce but, les poissons sont exposés 
7 jours au clotrimazole (71 - 258 µg/L). 
 
Ce travail a fait l‟objet d‟un article intitulé 
« Rôle clef de la Fsh comme médiatrice de l’effet du clotrimazole sur la stéroïdogenèse 
testiculaire du poisson zèbre adulte » rédigé en anglais et accepté pour publication dans 
Toxicology (Article 2) 
Damien Baudiffier, Nathalie Hinfray, MélanieVosges, Nicolas Creusot, Edith Chadili, Jean-Marc Porcher, 
Rüdiger W. Schulz, François Brion ; Toxicology, 2012 
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Résultats principaux (article 2) : 
 Nous avons montré que le clotrimazole induit l‟expression de gènes et la synthèse 
d‟enzymes impliquées dans le processus de la stéroïdogenèse in vivo. Les expressions de star, 
cyp17a1 et cyp11c1 sont induites et fortement corrélées entre elles. En accord avec ces 
résultats, le clotrimazole induit la synthèse des protéines enzymatiques Cyp17a1 et Cyp11c1 
dans les cellules de Leydig. En revanche, les concentrations en 11-KT circulantes ne sont pas 
affectées. 
 Par ailleurs, l‟analyse du réseau de gènes clefs de l‟axe hypophyse- gonade permet de 
conclure que l‟induction des enzymes de la stéroïdogenèse par le clotrimazole passe 
probablement par la voie de signalisation Fsh/FshR. En effet, une induction de l‟expression de 
fshβ au niveau hypophysaire et de son récepteur fshr au niveau gonadique est observée. De 
plus, l‟expression du fshr est corrélée à l‟expression des gènes de la stéroïdogenèse dans les 
groupes exposés au clotrimazole. Enfin, l‟expression de l‟insulin-like growth factor 3 (igf3), 
un gène spécifiquement exprimé dans les cellules de Sertoli et connu pour être régulé 
positivement par la Fsh (Nobrega, Morais, de Waal, Bogerd and Schulz; données non 
publiées), est stimulée par une exposition au clotrimazole. L‟ensemble de ces données 
suggère que la voie de signalisation Fsh/FshR est probablement impliquée dans les 
modifications de la physiologie testiculaire induite par le clotrimazole. Au niveau sanguin, on 
constate un maintien des niveaux circulants de 11-KT après une exposition de 7 jours au 
clotrimazole qui résultent d‟une compensation biologique. Si l‟inhibition directe d‟une ou 
plusieurs activités enzymatiques est suivie dans un premier temps d‟une diminution de la 
concentration en 11-KT plasmatique, celle-ci, du fait de la stimulation de la synthèse de Fsh 
est, dans un second temps, compensée. L‟équilibre entre l‟inhibition des activités 
enzymatiques et l‟induction de l‟expression des gènes cibles aboutirait au final à une absence 




 Les résultats de l‟article suggèrent que la stimulation in vivo de la stéroïdogenèse via 
la voie de signalisation Fsh /FshR compensent les effets inhibiteurs primaires directs du 
clotrimazole au niveau d‟une ou plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse. La stimulation de 
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l‟expression de fshβ peut être du à une levée du rétro- contrôle négatif de la 11-KT au niveau 
hypophysaire, ceci faisant suite à une diminution à court terme des niveaux circulants de 11-
KT. Cependant, nous ne pouvons pas exclure une action directe du clotrimazole sur 
l‟hypophyse ou l‟hypothalamus. Pour tenter de répondre en partie à ces questions, une lignée 
cellulaire gonadotrope LbT2 a été utilisée. Cette lignée est composée de cellules de souris 
portant notamment une région de régulation de la sous-unité beta du LH de rat reliée à 
l‟antigène T du SV-40 (Turgeon et al., 1996). Les expérimentations menées sur cette lignée 
ont été réalisées par l‟équipe « Physiologie de l‟Axe Gonadotrope » (CNRS EAC 4413) qui 
participent à un programme sur les effets neuroendocriniens des PE (NEED
1
). Cette lignée 
fonctionnelle est capable de répondre à la GnrH mais aucun effet n‟a été observé sur la 
sécrétion de LH et de FSH, ni sur l‟expression des gènes codant pour les sous unités β de ces 
gonadotropines après 4h et 24h d‟ exposition au clotrimazole (0,01 – 1 µM) dans un milieu 
supplémenté ou non en activine (données non montrées). Sur ces lignées spécifiques, il n‟y a 
pas donc pas d‟effet direct du clotrimazole sur l‟expression des gonadotropines et leur 
sécrétion. Bien que ces données doivent être prises avec précaution du fait de l‟utilisation 
d‟un tout autre modèle biologique que le nôtre, elles sont plutôt en accord avec notre 
hypothèse selon laquelle l‟induction de l‟expression des gènes codant pour les gonadotropines 
lhβ et fshβ au niveau hypophysaire et de leurs récepteurs au niveau testiculaire chez le poisson 
zèbre est une réponse de compensation face à l‟action inhibitrice du clotrimazole sur l‟activité 
d‟une ou plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse. Par ailleurs, de la même manière que les 
travaux réalisés sur l‟hypophyse, il aurait pu être envisagé de tester l‟hypothèse d‟une action 
directe ou indirecte (réponse secondaire à une inhibition de la synthèse de stéroïdes sexuels) 
du clotrimazole sur les neurones à GnRH, qui vont confluer au niveau de l‟hypothalamus pour 
réguler la synthèse et la libération des gonadotropines au niveau hypophysaire. Concernant 
l‟hypothèse d‟une réponse secondaire suite à l‟inhibition d‟une ou plusieurs activités 
enzymatiques de la stéroïdogenèse, elle a été testée en mesurant l‟expression du variant 
hypophysiotrope gnrh3 dans le cerveau (voir chapitre 3). 
 
Conclusions 
En étudiant un réseau de gènes fonctionnels le long de l‟axe hypophyse-gonade, nous avons 
démontré que le clotrimazole induit une cascade d‟évènements moléculaires et cellulaires au 
niveau hypophysaire et testiculaire qui est compatible avec un rôle central de la Fsh dans (1) 
1programme Neuroendocrine Effect of Endocrine Disruptors, 
financé par l‟agence Nationale pour la recherche (ANR)  
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la stimulation de la stéroïdogenèse des cellules de Leydig pour compenser l‟action inhibitrice 
du clotrimazole sur la synthèse de 11-KT et (2) dans l‟induction de l‟expression du gène igf3 
dans les cellules de Sertoli. L‟étude de ce réseau de gènes apparait donc utile et pertinent pour 
caractériser le mode d‟action du clotrimazole et permet de démontrer que cette molécule 
amorce une réponse compensatoire de l‟axe HPG. La perturbation de cet axe aboutissant à la 
modulation de la stéroïdogenèse testiculaire soulève donc des questions concernant l‟impact 
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table S1: primer sequences of target genes    
Organ Name forward primer sequence (5' --> 3') reverse primer sequence (5' --> 3') GenBank ID 
          
     
testis star ACCTGTTTTCTGGCTGGGATG GGGTCCATTCTCAGCCCTTAC NM 131663 
     
 hsd3b1 GCAACTCTGGTTTTCCACACTG CAGCAGGAGCCGTGTAGCTT NM_212797.1 
     
 cyp17a1 GGGAGGCCACGGACTGTTA CCATGTGGAACTGTAGTCAGCAA NM_212806.3 
     
 cyp11c1 GCTCATGCACATTCTGAGGA TGTGCTGAAGGTGATTCTCG DQ650710.1 
     
 hsd11b3a TGGTGAAGTATGCCATCGAA AGTAGCCATCGTGTGTGCTG AY578180 
     
 cyp19a1a CTGAAAGGGCTCAGGACAA TGGTCGATGGTGTCTGATG AF 226620 
     
 lhcgr ATCACTCACGCTCTCCGACT GCTGCTGACGCCTATTAAGG NM_205625.1 
     
 fshr GAGGATTCCCAGTAATGCTTTCCT TCTATCTCACGAATCCCGTTCTTC NM_001001812.1 
     
 amh CTCTGACCTTGATGAGCCTCATTT GGATGTCCCTTAAGAACTTTTGCA NM_001007779.1 
     
 igf3 GTGCTGCGTTCTCATCCT TGTTGAGGAGGTTTGGGT NM_001115050 
     
 piwil1 CAAAATGGGAGGAGAGCTGTG CAAAGAATCGGGAGCTGATGC NM_183338.1 
          
     
pituitary lhβ GCAGAGACACTTACAACAGCC AAAACCAAGCTCTGAGCAGCC NM_205622.2 
     
 fshβ CAGATGAGGATGCGTGTGC ACCCCTGCAGGACAGCC NM_205624.1 
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Table S2: Spearman rank correlation coefficient r (number) and probabilities (*) between gene 
expressions in control or clotrimazole- exposed male zebrafish (n=9-19) 
 
  DMSO                 
A) organ genes star hsd3b1 cyp17a1 cyp11c1 hsd11b3a     
                    
  testis star               
    hsd3b1 0.03             
    cyp17a1 0.62 ** -0.22           
    cyp11c1 0.69 ** 0.12 0.48         
    hsd11b3a -0.19 -0.11 -0.1 0.21       
    cyp19a1a -0.25 0.14 -0.18 0.03 0.26     
                    
                    
                    
                    
B) organ gene lhβ       
              
   pituitary fshβ 0.85 ***      
                    
                    
                    
C) organ genes star hsd3b1 cyp17a1 cyp11c1 hsd11b3a cyp19a1a lhcgr 
                    
  testis lhcgr -0.12 -0.04 -0.19 -0.01 0.47 0.54 *   
    fshr 0 -0.1 0.48 * 0.17 0.3 -0.11 -0.26 
                    
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters 
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Table S2 (suite) 
  Clotrimazole 71 
µg/L 
              








    
                    
  testis star               
    hsd3b1 0.23             
    cyp17a1 0.78 
*** 
0.23           
    cyp11c1 0.94 
*** 
0.13 0.72 **         
    hsd11b3a -0.15 0.26 -0.2 -0.1       
    cyp19a1a -0.28 -0.37 -0.57 * -0.26 0.45     
                    
                    
                    
                    
B)   gene lhβ           
  pituitary  fshβ 0.79 **          
                    
          











r                    
  testis lhcgr 0.31 -0.29 -0.01 0.4 0.34 0.46   
    fshr 0.68 ** 0.44 0.78 *** 0.52 * -0.24 -0.55 * 0.13 
                    
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters 
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Table S2 (suite) 
  Clotrimazole 159 µg/L               
                    
A) organs genes star hsd3b1 cyp17a1 cyp11c1 hsd11b3a     
                    
  testis star               
    hsd3b1 -0.32             
    cyp17a1 0.75 ** -0.6 *           
    cyp11c1 0.65 * -0.61 * 0.68 *         
    hsd11b3a 0.32 -0.11 0.51 0.43       
    cyp19a1a -0.07 -0.26 -0.05 0.47 0.12     
                    
                    
                    
                    
B)   gene lhβ       
  pituitary  fshβ 0.98 
*** 
          
                    
          
C) organs genes star hsd3b1 cyp17a1 cyp11c1 hsd11b3a cyp19a1a lhcgr 
                    
  testis lhcgr 0.57 * -0.65 * 0.77 ** 0.67 * 0.36 0.32   
    fshr 0.52 -0.29 0.69 ** 0.43 0.3 0.13 0.75 
                    
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters 
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Table S2 (suite) 
  Clotrimazole 258 
µg/L 
              
                    








    
                    
  testis star               
    hsd3b1 0.19             
    cyp17a1 0.78 ** 0.46           
    cyp11c1 0.84 
*** 
0.37 0.93 ***         
    hsd11b3a 0.51 0.39 0.73 ** 0.67 *       
    cyp19a1a -0.6 * -0.24 -0.67 ** -0.66 * -0.16     
                    
                    
                    
                    
B)   genes lhβ          
   pituitary fshβ 0.76 *          
                    
                    
                    
                    
C
) 











r                   
  testis lhcgr 0.49 -0.11 0.61 * 0.54 0.84 -0.09   
    fshr 0.66 ** 0.68 ** 0.78 *** 0.67 * 0.6 * -0.72 ** 0.34 
                    
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters 
 










Figure S1: In vivo effect of clotrimazole on spermatogonial cell marker piwil1 expression following 
a 7 days exposure. Data are represented as mean ± S.E.M. and expressed as fold change in mRNA 
expression from the control. Relative mRNA expression was determined as the ratio of target gene 
mRNA /2µg total RNA (N = 12-19 fish /condition). Asterisks indicated a significant difference 
compared to control group (* p ≤ 0.05). 
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Chapitre III : Effet d’une exposition de 21 jours au clotrimazole sur l’axe 
hypophyse-gonade et impact sur la spermatogenèse 
 
Contexte 
 Dans les 2 articles précédents, nous avons mis en évidence que le clotrimazole 
perturbait la physiologie testiculaire du poisson zèbre en induisant l‟expression de plusieurs 
gènes et protéines clefs de la stéroïdogenèse. L‟étude d‟un réseau de gènes fonctionnels le 
long de l‟axe hypophyse-gonade a permis de mieux caractériser le mécanisme d‟action du 
clotrimazole, mettant notamment en avant le rôle de la Fsh hypophysaire et de son récepteur 
testiculaire. Ces effets observés au niveau moléculaire et cellulaire soulèvent la question de 
l‟impact sur la spermatogenèse. Ce processus permet de produire des cellules germinales 
différenciées à partir de cellules souches spermatogoniales. Les cellules de Sertoli jouent 
également un rôle essentiel dans la spermatogenèse puisqu‟elles sont à l‟interface entre le 
milieu extérieur (espace interstitiel, circulation sanguine) et les cellules germinales. Chez les 
poissons, la Fsh est une gonadotropine puissante qui interagit avec son récepteur gonadique 
exprimé au niveau des cellules de Sertoli et de Leydig (Planas et al., 1993; Ohta et al., 2007). 
Les stéroïdes sexuels produits par les cellules de Leydig peuvent également interagir avec 
leurs récepteurs, notamment au niveau des cellules de Sertoli pour supporter le processus de 
spermatogenèse (Le Gac et al., 2008). 
 
Objectif expérimental 
 Au vue de l‟ensemble des résultats qui ont permis mieux caractériser le mécanisme 
d‟action du clotrimazole, il semble nécessaire d‟aller plus loin en déterminant les effets d‟une 
exposition de 21 jours sur : 
(1) la stéroïdogenèse : Est-elle encore induite avec une exposition à plus long terme ?  
(2) la spermatogenèse : Quels sont les effets au niveau de la spermatogenèse ? Y a-t-il des 
effets moléculaires et/ou cellulaires, à savoir quels sont les types de cellules germinales 
éventuellement affectés ? Peut-on finalement faire un lien entre des effets observés au niveau 
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de l‟expression des gènes (moléculaire) et des effets observés au niveau tissulaire, laissant 
présager d‟une perturbation de la fonction de reproduction ? 
Ce travail fait l‟objet d‟un manuscrit « Effet d’une exposition in vivo chronique au 
clotrimazole sur la fonction testiculaire chez le zebrafish », rédigé en anglais et soumis au 
journal Environmental Science and Pollution Research (Article 3) : 
Damien Baudiffier, Nathalie Hinfray, Catherine Ravaud, Nicolas Creusot, Edith Chadili, Jean-Marc Porcher, 
Rüdiger Schulz, François Brion 
 
Résultats principaux (article 3) 
 Les résultats de l‟étude montrent que la stéroïdogenèse est stimulée après 21 jours 
d‟exposition au clotrimazole à des concentrations similaires à celles utilisées lors de 
l‟exposition de 7 jours. Ces résultats confirment également le rôle critique de la voie de 
signalisation Fsh/FshR dans la médiation des effets du clotrimazole. Cependant, 
contrairement à ce qui a été observé à 7 jours, la concentration en 11-KT plasmatique est 
augmentée quand les poissons sont exposés à la plus forte concentration. Nous avons donc 
dans ce cas une sur-compensation, avec un déséquilibre entre l‟inhibition potentielle des 
activités enzymatiques d‟une part et l‟induction de la stéroïdogenèse d‟autre part, en faveur de 
l‟induction de la stéroïdogenèse. De plus, l‟analyse histologique des testicules montre que le 
nombre de cellules de Leydig dans l‟espace interstitiel augmente à cette concentration 
d‟exposition, ce qui pourrait partiellement rendre compte de l‟augmentation du GSI. Ces 
résultats sont en accord avec d‟autres études rapportant que l‟exposition de poissons à des 
azoles se manifeste par une augmentation du GSI et de la proportion de cellules de Leydig 
chez les mâles (Ankley et al., 2007; Brown et al., 2011). Notre étude indique donc que 
l‟exposition au clotrimazole pendant 21 jours conduit à une induction de l‟expression de 
gènes clefs de la stéroïdogenèse et à une augmentation des niveaux circulants de 11-KT. Cette 
stimulation globale de la stéroïdogenèse est accompagnée d‟une prolifération des cellules de 
Leydig. 
Au vu de ces évènements, nous nous sommes interrogés sur les conséquences d‟une telle 
exposition sur la spermatogenèse, d‟un point de vue histologique mais aussi d‟un point de vue 
moléculaire. Nous avons tout d‟abord réalisé une analyse morphométrique des gonades pour 
étudier les différents stades des cellules germinales. Cette analyse permet d‟estimer la masse 
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(en mg) des différents types cellulaires à partir de coupes histologiques de testicules et de la 
masse du testicule. Les résultats ne montrent pas d‟effets du clotrimazole sur les stades 
méiotiques ou post-méiotiques. En revanche, on note une augmentation significative du 
nombre de spermatogonies A, en accord avec l‟induction de l‟expression du gène piwil1, un 
marqueur moléculaire spécifique des spermatogonies A. Au niveau moléculaire, nous avons 
également choisi de mesurer l‟expression des gènes ar et igf3 et nous montrons qu‟ils sont 
induits suite l‟exposition au clotrimazole. Ces gènes sont exprimés au niveau des cellules de 
Sertoli. Le gène ar est notamment très exprimé dans les cellules de Sertoli à proximité des 
stades précoces des cellules germinales, comme les spermatogonies A et igf3 est un marqueur 
des cellules de Sertoli. Ar et igf3 sont également connus pour être régulés par la Fsh 
(Nobrega, Morais, de Waal, Bogerd and Schulz; données non publiées) et nos résultats 




 Parallèlement à l‟exposition au clotrimazole, des expositions à l‟EE2 et à l‟E2 ont été 
réalisées. En effet, ces composés œstrogèniques sont des inhibiteurs connus de l‟expression 
des gènes impliqués dans le processus de la stéroïdogenèse chez le poisson zèbre adulte mâle 
(Govoroun et al., 2001; Baron et al., 2005; Filby et al., 2006; Brion et al., 2008; de Waal et 
al., 2009). De plus, une étude récente a montré qu‟une exposition de poissons zèbres adultes 
mâles à l‟œstradiol (E2) in vivo mène à l‟interruption de la spermatogenèse après une 
régulation négative de la synthèse d‟androgènes testiculaires, probablement causée par 
l‟inhibition du relargage des gonadotropines par le feedback négatif (de Waal et al., 2009). 
 Le clotrimazole ayant pour effet d‟induire la stéroïdogenèse, sans pour autant 
provoquer de changements majeurs au niveau de la spermatogenèse, il nous a semblé 
intéressant d‟étudier les effets de composés œstrogèniques sur l‟expression de gènes 
impliqués dans le processus de la stéroïdogenèse, sur la concentration sanguine en 11-KT et 
sur la spermatogenèse. 
 Dans un premier temps, des poissons ont été exposés in vivo à l‟EE2 1nM pendant 7 
jours. Les résultats indiquent que l‟exposition à l‟EE2 se manifeste par une diminution très 
forte de l‟expression des gènes star, cyp17a1 et cyp11c1 au niveau testiculaire. Au niveau 















































circulant, on constate une diminution spectaculaire des concentrations en 11-KT qui sont 100 










Dans le modèle d‟explant de testicules, nous constatons que l‟EE2 induit une diminution de 
l‟expression des gènes de la stéroïdogenèse. Comparativement aux expérimentations in vivo, 
















































































Figure 16 : Effets in vitro de l‟ethinyl oestradiol (EE2, [1 nM]) sur l‟expression de gènes impliqués 
dans le processus de la stéroïdogenèse après une exposition d‟explants testiculaires pendant 6 jours. 
Les données sont représentées en moyennes d‟expressions relatives par rapport aux témoins, ± 
S.E.M (n = 4 – 7 poissons par condition). Barres blanches = témoins solvent control (SC), barres 
bleues = EE2. * p<0,05, ** p<0,01. 
Figure 15 : Effets de l„ethinyl oestradiol (EE2, 1nM) sur (A) la concentration plasmatique en 11-KT 
et (B) l‟expression de gènes clefs impliqués dans la stéroïdogenèse après une exposition de poissons 
zèbres adultes mâles pendant 7 jours in vivo. Les données sont représentées sous forme de Moyenne 
± S.E.M (A : n = 4-6, B : n = 8-10 poissons par condition). Barres blanches = témoins solvent 
























  Résultats 
99 
 
 En lien avec ces travaux, des poissons ont été exposés à l‟œstradiol (E2) 10nM pendant 
7 et 14 jours en vue de caractériser les effets de cette molécule sur la spermatogenèse. Ce 
travail a fait l‟objet d‟un article (annexe 2). Les résultats montrent que l‟E2 altère de façon 
marquée la spermatogenèse, puisque les masses respectives des différents types cellulaires 
différenciés, des spermatocytes aux spermatozoïdes, sont diminuées. Comme l‟EE2, l‟E2 
inhibe l‟expression de gènes impliqués dans le processus de la stéroïdogenèse testiculaire. 
Dans l‟article de l‟annexe 2, nous montrons également que la suppression de la synthèse de 
Cyp17a1 par l‟E2 a lieu dans les cellules de Leydig mais pas dans les cellules germinales. 
Cela suggère que l‟insuffisance en androgène induite par les œstrogènes dans les cellules de 
Leydig est un évènement majeur dans l‟altération de la spermatogenèse. Ces résultats sont 
cohérents avec une autre étude montrant que l‟interruption de la spermatogenèse est causée 
par l‟inhibition de la synthèse d‟androgènes dans les testicules (de Waal et al., 2009). En 
revanche, dans cette étude, quelques différences apparaissent comparativement à la nôtre. Il y 
a une augmentation de la masse de spermatogonies A, cohérente avec l‟effet de l‟œstradiol sur 
le renouvellement de ce type cellulaire, et l‟effet sur les spermatozoïdes est beaucoup moins 
marqué. 
 L‟ensemble de ces données montre que les œstrogènes perturbent la stéroïdogenèse, la 
synthèse de 11-KT et la spermatogenèse, la diminution de l‟expression des gènes de la 
stéroïdogenèse dans les cellules de Leydig apparaissant comme un évènement majeur dans la 
cascade d‟évènement conduisant à l‟altération de la spermatogenèse. Cependant, dans le cas 
du clotrimazole, cette relation entre stéroïdogenèse et spermatogenèse est moins évidente, 
même si l‟exposition des individus se manifeste par des inductions d‟expression de gènes 
marqueurs, comme le gène piwil1, spécifique des spermatogonies A. 
 
Conclusion 
 Après 21 jours d‟exposition, le clotrimazole induit toujours la stéroïdogenèse. De plus, 
nous montrons qu‟il induit la synthèse de 11-KT et entraine une augmentation de l‟indice 
gonado-somatique de manière marquée. Il y a une sur-compensation conduisant à une hyper-
masculinisation des mâles. Ce résultat est marquant quand on sait qu‟in vitro, le clotrimazole 
se comporte comme un « anti-androgène », en se basant sur sa capacité à inhiber la synthèse 
testiculaire de 11-KT. S‟agissant des effets sur la spermatogenèse, les effets sont peu marqués 
sur les stades différenciés mais nous constatons une augmentation marquée du nombre des 
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spermatogonies A et une induction de l‟expression de piwil1. Ces résultats montrent l‟intérêt 
de coupler des mesures histologiques et moléculaires dans le cas de l‟étude du clotrimazole en 
tant que PE. Dans le cas des œstrogènes, nous montrons que la diminution de l‟expression de 
gènes clefs de la stéroïdogenèse, comme cyp17a1, constitue un évènement important dans les 
effets induits sur la spermatogenèse, ce qui renforce également l‟intérêt de la mesure de 
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La présence de PE dans le milieu aquatique suscite de nombreuses interrogations concernant 
leurs effets sur les organismes aquatiques. Ainsi, depuis une vingtaine d‟années, des actions 
de recherche sont menées dans le but de développer des outils permettant d‟évaluer les 
dangers et les risques liés à l‟exposition à ces composés chimiques au niveau de l‟organisme 
et des populations naturelles de poissons. 
 Dans ce contexte, ce travail de thèse s‟inscrit dans la problématique générale des effets 
des PE sur la reproduction des poissons. Plus précisément, nous nous sommes intéressés aux 
effets de composés chimiques qui sont connus pour perturber la stéroïdogenèse, un processus 
biologique clef responsable de la synthèse des hormones stéroïdiennes qui jouent des rôles 
essentiels dans le développement et la reproduction. Dans notre étude, nous nous sommes 
focalisés sur le clotrimazole, un fongicide azolé à usage pharmaceutique qui a la capacité 
d‟inhiber l‟activité de certaines enzymes de la stéroïdogenèse. 
 Nos travaux se sont structurés autour d‟approches complémentaires. Tout d‟abord, 
nous avons cherché à savoir si le clotrimazole perturbait la stéroïdogenèse à l‟aide de modèles 
in vivo et in vitro (article 1). Les différences observées entre ces deux modèles, à savoir 
l‟inhibition de la biosynthèse de stéroïde in vitro et l‟induction de gènes codant pour des 
enzymes de la stéroïdogenèse in vivo, nous ont conduit à nous interroger sur le mécanisme 
d‟action du clotrimazole in vivo (article 2). Pour répondre à cette question, nous avons 
sélectionné un ensemble de gènes pour en mesurer l‟expression au niveau de l‟axe 
hypophyse-gonade, ce qui nous a permis de démontrer l‟implication du système nerveux 
central dans la réponse biologique au clotrimazole. Plus précisément, nous avons mis en 
évidence le rôle critique de la gonadotropine Fsh dans la compensation des effets directs du 
clotrimazole sur le testicule. Enfin, nous avons voulu aller plus loin en examinant les 
conséquences d‟une exposition au clotrimazole sur la spermatogenèse (article 3). 
 Ce chapitre final a pour objectif de replacer les résultats obtenus dans la problématique 
générale de cette thèse en montrant quels sont leurs apports dans la compréhension des 
mécanismes d‟action du clotrimazole. Il s‟agira également de discuter de manière critique la 
démarche expérimentale, et enfin de montrer l‟intérêt de ce travail dans l‟évaluation des 
dangers et des risques dus aux perturbateurs endocriniens. 
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I. Les effets du clotrimazole et les mécanismes sous-jacents en jeu 
 
 Pour le moment, les effets des PE les plus étudiés sont ceux médiés par les récepteurs 
nucléaires stéroïdiens. En revanche, peu d‟études se sont attachées à l‟étude des effets de 
substances agissant sur la biosynthèse hormonale. Nous avons montré au cours de ce travail 
de thèse que le clotrimazole, qui a la capacité d‟inhiber l‟activité de certaines enzymes de la 
stéroïdogenèse, pouvait avoir des mécanismes d‟action directs ou des mécanismes plus 
complexes indirects selon le modèle d‟étude et le niveau biologique considéré. Ainsi, en 
utilisant des modèles expérimentaux de plus en plus intégratifs, nous avons mis en évidence 
un mécanisme d‟action original chez le poisson zèbre in vivo, avec une compensation de 
l‟organisme en réponse à une action directe du clotrimazole sur le testicule. 
 Les effets directs ont été observés au niveau de structures élémentaires (1) Même si 
nous n‟avons pas travaillé sur ce modèle durant cette étude, le premier niveau d‟intégration 
est la cellule. C‟est par exemple le cas de la lignée H295R, mais aussi de la lignée JEG-3 
(Laville et al., 2006). (2) Un second niveau d‟intégration est l‟organe, dans notre cas la 
culture d‟explants testiculaires. (3) Le dernier niveau, qui a permis d‟étudier les effets 
indirects du clotrimazole est l‟organisme entier (le poisson). Dans un contexte expérimental, 
ce dernier niveau ajoute d‟autant plus de complexité que c‟est un groupe de plusieurs poissons 
qui est exposé dans un aquarium. Ainsi, l‟absorption de la molécule, et le métabolisme par les 
autres organismes, c'est-à-dire les congénères mais également des microorganismes, sont à 
considérer. Par ailleurs, plus le niveau de complexité et d‟intégration biologique est élevé, 
plus l‟interprétation des données est délicate, puisqu‟il y a davantage de multi-actions 
possibles, mais aussi de métabolismes (au niveau du foie par exemple) ou encore de 
régulation de flux. 
 
 I.1. Les effets directs du clotrimazole 
 Les effets directs du clotrimazole sur la stéroïdogenèse peuvent être évalués au niveau 
de lignées cellulaires ou bien au niveau d‟explants testiculaires. 
 Tout d‟abord, les lignées H295R, issues de cellules cancéreuses de la glande adrénale, 
sont utilisées depuis une quinzaine d‟année comme bio-essai afin d‟évaluer la capacité de 
produits chimiques à moduler la stéroidogénèse. Les principaux paramètres mesurés sont 
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l‟activité aromatase, la production de stéroïdes et l‟expression de gènes. Ainsi, des expositions 
à différents azoles ont pour effet majeur une inhibition de la stéroïdogenèse avec en 
particulier l‟inhibition de l‟activité aromatase qui est assez bien référencée (cf tableau 5, 
partie synthèse bibliographique). Une étude a par exemple montré que les imidazoles, dont 
fait partie le clotrimazole, sont des inhibiteurs de l‟activité aromatase plus puissants que les 
triazoles, comme le propiconazole (Sanderson et al., 2002). En revanche, ce modèle n‟est pas 
une lignée gonadique et ne provient pas d‟un modèle poisson. Le métabolisme cellulaire et les 
voies de signalisation sont donc assez éloignés de notre modèle d‟étude. Par exemple, la 
mesure de 11-KT, qui est un androgène puissant chez les poissons, est impossible dans le cas 
de l‟étude des cellules H295R. 
 Le système de culture d‟explants testiculaires de poisson zèbre, récemment développé 
par (Leal et al., 2009) permet de passer à un niveau de complexité supérieur avec la prise en 
compte de l‟ensemble du tissu gonadique. A notre connaissance, notre étude est la première 
qui exploite ce système de culture in vitro pour étudier les effets de PE. Ce système présente 
comme avantages majeurs d‟être un modèle poisson et d‟isoler le tissu gonadique des 
régulations périphériques de l‟organisme. Nous avons donc pu étudier les effets directs du 
clotrimazole sur le testicule. Ainsi, après exposition de ce tissu au clotrimazole et à d‟autres 
azoles, les résultats montrent une inhibition de la synthèse et /ou de la libération de la 11-KT 
sans qu‟il y ait d‟effet sur l‟expression des gènes cibles de la stéroïdogenèse. Nous avons 
donc pu émettre l‟hypothèse d‟une action sur une ou plusieurs activités enzymatiques CYP 
impliquées dans la biosynthèse des stéroïdes. Ce système représente donc un nouvel outil, 
biologiquement plus pertinent que les lignées cellulaires mammaliennes dans notre cas. 
 
I.2. Les effets indirects du clotrimazole 
 Le niveau d‟intégration le plus élevé dans le cadre de ce travail de thèse est 
l‟organisme. Il a permis de mettre en évidence les effets indirects du clotrimazole et d‟obtenir 
des éléments convainquants pour confirmer l‟hypothèse d‟une compensation biologique, 
contribuant ainsi à améliorer la caractérisation du mécanisme d‟action du clotrimazole. Il a 
également permis d‟étudier les effets du clotrimazole sur la spermatogenèse, en s‟intéressant 
notamment aux relations entre marqueurs moléculaires de la spermatogenèse et effets 
adverses au niveau cellulaire et histologique. Ceci constitue un premier pas vers la recherche 
d‟impacts sur la reproduction, fonction clef dans la dynamique d‟une population. 
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paramètres Effet direct Effet indirect 7 ou 21 jours
(in vitro ) (compensation in vivo )
star = ↑
hsd3b1 non mesuré =
cyp17a1 = ↑
cyp11c1 = ↑
gène hsd11b3a = = / ↑
cyp19a1a = = / ↑
fshr non mesuré ↑
lhr non mesuré =
igf3 non mesuré ↑
stéroïde 11-KT ↓ = / ↑
I.2.1. Mécanisme d’action 
 En préambule à ce paragraphe, une étude très récente chez le vairon à tête de boule, 
qui se propose de suivre les effets du kétoconazole au cours du temps, illustre l‟hypothèse de 
la compensation biologique (Ankley et al., 2012). Dans ce cas, des poissons, mâles ou 
femelles ont été exposés in vivo au kétoconazole pendant 8 jours, suivis de 8 jours de 
dépuration. En parallèle, d‟autres expositions de 8 jours ont été réalisées et les explants 
gonadiques ont été isolés à la fin de la période d‟exposition pour 8 jours de dépuration. Dans 
ce cas, les résultats montrent que le kétoconazole inhibe la synthèse de stéroïdes sexuels, à 
savoir l‟E2 chez les femelles et la T chez les mâles, pendant l‟exposition mais également 
pendant la période de récupération. En revanche, in vivo, les synthèses d‟E2 et de testostérone 
sont rapidement inhibées pendant l‟exposition puis la diminution cesse avec la période de 
récupération, la concentration en testostérone retrouvant très rapidement un niveau de base 
chez les mâles et la concentration d‟E2 dépassant même le niveau de base chez les femelles. 
 Dans le cadre de notre travail de thèse, nous avons montré que le clotrimazole 
induisait l‟expression de gènes impliqués dans le processus de la stéroïdogenèse testiculaire in 
vivo selon un mécanisme d‟action indirect impliquant l‟axe hypophyse-gonade. En effet, une 
exposition à cette molécule, qui a la capacité d‟inhiber la biosynthèse de stéroïde par une 
action directe in vitro, va conduire à une sur-expression de gènes par l‟intermédiaire de la 
voie Fsh/FshR in vivo. 
Tableau 15 : Effets directs (in vitro) et indirects (in vivo) du clotrimazole sur l‟expression 









ff t i ir t 7/21 jours 
 = : pas d‟effet ; ↑ : induction par rapport aux témoins, ↓ : diminution par rapport aux témoins 
  Discussion générale 
123 
 
 Le tableau 15 illustre de manière synthétique les différences entre les résultats in vivo 
et in vitro de notre étude qui ont permis de poser l‟hypothèse d‟une compensation biologique, 
en accord avec d‟autres auteurs (Ankley et al., 2007; Villeneuve et al., 2007b). Notre étude est 
par ailleurs la première qui met clairement en avant l‟importance de la voie Fsh/FshR dans un 
tel mécanisme de compensation. D‟autre part, nos travaux montrent l‟intérêt des mesures 
réalisées au niveau de l‟hypophyse, carrefour de la signalisation moléculaire le long de l‟axe 
cerveau-hypophyse-gonade. 
 I.2.2. Effets du clotrimazole sur la spermatogenèse 
 Nous avons montré que le clotrimazole induisait la stéroïdogenèse selon un 
mécanisme d‟action original passant par le système nerveux central. Même si la 
spermatogenèse semble globalement peu affectée au niveau des stades méiotiques et post-
méiotiques, l‟augmentation significative du nombre de spermatogonies A témoigne d‟un 
impact du clotrimazole. De plus, cette augmentation du nombre de spermatogonies A 
s‟accompagne d‟une induction de l‟expression de piwil1, un marqueur moléculaire spécifique 
des spermatogonies A. D‟autres paramètres moléculaires ou tissulaires montrent des 
changements au niveau des cellules de Sertoli et des cellules de Leydig. Tout d‟abord, 
l‟abondance des transcrits du gène igf3, un marqueur des cellules de Sertoli est augmentée 
chez les individus exposés au clotrimazole, comparativement aux individus témoins, tout 
comme l‟abondance des transcrits du gène ar. Mais le résultat majeur de notre étude est 
l‟augmentation de la proportion des cellules de Leydig dans l‟espace interstitiel, qui 
s‟accompagne également d‟une augmentation du GSI. Ces évènements observés à une échelle 
moléculaire et tissulaire amènent légitimement à se poser la question de l‟impact du 

















































  I.2.3. Bilan 
 Une représentation schématique du mécanisme d‟action du clotrimazole in vivo le long 
de l‟axe HPG chez le mâle est proposée dans la figure 17, en précisant l‟ordre des 















Figure 17 : représentation schématique du mécanisme d‟action du clotrimazole 
in vivo chez le poisson zèbre adulte mâle 
(1) action inhibitrice du clotrimazole sur les activités enzymatiques de la stéroïdogenèse (2) diminution 
transitoire de la concentration plasmatique en 11-KT (3) induction de la voie Fsh /FshR (4) Induction de la 
stéroïdogenèse (5) compensation ou sur-compensation, induction de la 11-KT plasmatique. eSRS34 = “eel 
spermatogenesis related substance”, facteur de renouvellement des cellules souches spermatogoniales, DHP = 
17a,20b-dihydroxy-4-pregnen-3-one. 
 
 Nous avons voulu inclure dans ce schéma le processus de la spermatogenèse pour 
avoir une vision d‟ensemble des fonctions testiculaires. Nous avons également choisi de 
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mettre en évidence quelques facteurs, régulés par les stéroïdes sexuels, dont on connaît le rôle 
dans la progression de la spermatogenèse. Il a tout d‟abord été démontré chez l‟anguille que le 
facteur eSRS34 est un facteur de renouvellement des cellules souches spermatogoniales chez 
l‟anguille (Miura et al., 2003; Miura et al., 2007). En effet, il est connu pour être induit par 
l‟E2 et un peptide recombinant, eSRS34, permet d‟induire le renouvellement des cellules 
souches spermatogoniales dans un modèle de culture d‟explant testiculaire. Deuxièmement, il 
a été démontré que la 17α,20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) avait un rôle dans la 
spermatogenèse puisqu‟elle induit l‟entrée en méiose des spermatogonies, et donc la 
prolifération des cellules germinales (Miura et al., 2007). L‟activine joue quant à elle un rôle 
dans la prolifération spermatogoniale (Miura et al., 1995) Tous ces facteurs sont susceptibles 
d‟être modulés suite à l‟induction de la stéroïdogenèse médiée par la voie Fsh/FshR. Nous 
n‟avons pas représenté le foie, qui, cependant, intervient dans le catabolisme hormonal, 
influant ainsi sur la concentration en 11-KT finale dans le sang. Par ailleurs, d‟autres glandes 
que la gonade et le foie peuvent influencer la concentration en stéroïdes dans le sang (Fostier 
et al., 1983). Ces glandes peuvent participer directement à la production de stéroïdes sexuels, 
soit en produisant elle-même des stéroïdes, soit en sécrétant des précurseurs des stéroïdes 
pouvant être utilisés par la gonade. Ainsi, chez les poissons, il a par exemple été montré que 
la glande interrénale peut produire des précurseurs, comme la pregnenolone, pouvant être 
utilisés par la gonade (Idler and Truscott, 1972). Cette glande interrénale peut également 
synthétiser de la 11-KT à partir de l‟andrénostérone, montrant ainsi sa capacité à produire des 
androgènes actifs (Idler and Macnab, 1967). 
 
I.3. Limites de la démarche expérimentale 
 Au regard du travail accompli, nous pensons que l‟étude du mécanisme d‟action aurait 
pu être approfondie. 
 Tout d‟abord, en utilisant le modèle de culture d‟explants testiculaires in vitro, il aurait 
pu être envisagé de mesurer (1) les différentes activités enzymatiques de la stéroïdogenèse par 
dosages radioimmunologiques (RIA) ou par ELISA dans le but de connaître précisément les 
cibles du clotrimazole chez le poisson zèbre. Dans le principe, le dosage radioimmunologique 
impliquerait l‟introduction dans le milieu de culture de précurseurs des stéroïdes afin de 
suivre leur décroissance, ce qui permettrait d‟analyser spécifiquement l‟activité des 
différentes enzymes de la stéroïdogenèse. Cela inclut l‟analyse de l‟activité de la CYP51 14α-
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déméthylase, qui est la cible de nombreux azoles chez les champignons, mais également chez 
de nombreuses autres espèces, dont les mammifères (Zarn et al., 2003). Chez ces derniers, elle 
convertit le lanostérol en stérols activant la méisose (MAS). Ces MAS vont ensuite conduire à 
la synthèse du cholestérol, et peuvent moduler le développement des cellules germinales 
mâles et femelles (Byskov et al., 1995; Stromstedt et al., 1998). La réaction catalysée par le 
CYP51 14α-déméthylase fait donc partie de la voie métabolique menant à la biosynthèse du 
cholestérol, considéré comme le précurseur de la stéroïdogenèse et donc des stéroïdes sexuels.  
 Ensuite (2) l‟hypothèse de l‟implication de la voie Fsh/FshR dans la médiation des 
effets du clotrimazole aurait pu être plus étayée. En effet, le rôle de cette voie peut, par 
exemple, être mis en évidence de manière indirecte en deux étapes. La première étape 
consisterait à exposer des poissons au clotrimazole in vivo. Ensuite, nous pourrions in vitro 
mettre des testicules de poissons non exposés au pesticide en présence d‟extraits 
hypophysaires de poissons initialement exposés pour voir si la production de 11-KT est 
augmentée. De récents travaux ont montré que des systèmes de culture d‟explants testiculaires 
de truite in vitro répondaient bien à des extraits hypophysaires en terme de biosynthèse de 
stéroïdes dans un contexte toxicologique (Marca Pereira et al., 2011). Ces travaux sont basés 
sur des études antérieures in vitro montrant un rôle de la Fsh et de la Lh dans la stimulation de 
la gamétogenèse sur des explants testiculaires d‟anguille japonaise (Ohta et al., 2007) et des 
explants ovariens de truites (Rime et al., 2010), respectivement. 
 Plus simplement, des mesures directes de concentrations circulantes en Lh et Fsh 
seraient la manière la plus directe et efficace de mettre en évidence le rôle de cette voie. Il 
n‟existe cependant pas à notre connaissance de dosages spécifiques de Lh et de Fsh chez le 
poisson zèbre (Danio rerio). Traditionnellement, les dosages immunologiques développés 
pour déterminer les niveaux de gonadotropines chez les poissons ont été les dosages 
radioimmunologiques (RIA) ou les ELISA (« enzyme-linked immunosorbent assays »). Ces 
essais nécessitaient l‟extraction et la purification des gonadotropines à partir des hypophyses 
naturelles de poissons. Pour les dosages immunologiques, la purification des gonadotropines 
est un processus très lourd, en terme de temps, de coût, mais également de matériel biologique 
(Levavi-Sivan et al., 2010). De plus, dans de nombreux cas, les purifications n‟ont pas abouti, 
notamment pour la Fsh (Kamei et al., 2003; Vischer et al., 2003). Ainsi, depuis la fin des 
années 1980, les Fsh ont été caractérisées chez plusieurs espèces de poissons, mais des 
dosages immunologiques validés n‟ont été développés que chez peu d‟espèces, comme 
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quelques salmonidés (par exemple : (Suzuki et al., 1988; Swanson et al., 1991; Govoroun et 
al., 1998)). 
 Pour palier le développement de dosages immunologiques à partir de protéines 
natives, la caractérisation des ADNc codant pour les sous- unités β des gonadotropines permet 
de produire des protéines recombinantes. Elles sont alors utilisées comme antigènes pour 
générer des anticorps spécifiques afin de réaliser les dosages immunologiques. Dans le cas 
des gonadotropines (Gths), seulement la sous- unité β recombinante est nécessaire car c‟est 
elle qui assure la spécificité, la sous- unité α, commune aux deux Gths, ne permettant pas la 
génération d‟anticorps spécifiques. Cette méthode semble être une bonne alternative puisque 
les protéines recombinantes peuvent être produites dans différents systèmes de manière 
continue et empêchent une contamination croisée avec d‟autres glycoprotéines reliées aux 
Gths (Levavi-Sivan et al., 2010). Ainsi, la disponibilité des sous- unités β chez le Tilapia a 
permis le développement d‟un dosage immunologique validé. Plus récemment, une étude a 
rapporté que la production d‟une protéine recombinante Fshβ dans la levure a permis la 
génération d‟anticorps spécifiques et le développement d‟un ELISA permettant la 
quantification de Fsh dans le plasma et l‟hypophyse chez le loup de mer (Moles et al., 2005). 
Pour notre modèle d‟étude, le poisson zèbre, des gonadotropines Lh et Fsh recombinantes ont 
été produites dans des cellules de mammifères, les Chinese Hamster Ovary (« CHO ») et ont 
montré des activités biologiques (Ge 2005). Cependant, aucun anticorps dirigés contre ces 
protéines recombinantes n‟ont été développés. 
 Par ailleurs, il y a un manque d‟information in vivo et in vitro sur les concentrations 
réelles de clotrimazole qui atteignent les tissus cibles. Par exemple, dans le système de culture 
in vitro, le clotrimazole doit transiter par un bloc d‟agarose et une membrane de nitrocellulose 
avant d‟atteindre le testicule. La proportion de clotrimazole qui atteint au final le tissu cible 
est donc inconnue. Par ailleurs, nous n‟avons pas de données sur la métabolisation du 
clotrimazole in vitro, alors que nous savons par exemple que le testicule exprime des enzymes 
de métabolisation de phase I, comme le cyp1a1 et le cyp3a65(Tseng et al., 2005). Même si les 
concentrations initiales sont similaires, la comparaison entre les données in vivo et l‟in vitro 
est donc délicate. 
 En ce qui concerne les niveaux d‟expositions réels in vivo, des expérimentations 
préliminaires sont actuellement en cours au laboratoire pour déterminer la concentration de 
clotrimazole au niveau de l‟organisme entier, après une étape de lyophilisation et d‟extraction. 
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Il n‟y a pas, à notre connaissance, d‟étude organe-spécifique sur la concentration en azole 
fongicides chez les poissons. En revanche, des travaux récents chez le poisson zèbre exposé 
au tébuconazole 0,2 mg/L ont montré une bioconcentration de la molécule dans l‟organisme 
entier, avec un facteur de bioconcentration de 38,80 L/Kg et une durée de 6 jours pour 
atteindre une concentration de tébuconazole maximale dans les tissus du poisson (Andreu-
Sanchez et al., 2010). Sachant que nos expositions de poissons zèbres in vivo ont duré entre 7 
et 21 jours, cette étude est intéressante puisqu‟elle montre une bioconcentration maximale 
d‟un azole au bout de 6 jours. 
 Enfin, l‟étude de la spermatogenèse aurait pu être plus approfondie, avec par exemple 
d‟autres marqueurs cellulaires. Par exemple, un paramètre pertinent à mesurer serait 
l‟expression d‟insl3 (Good-Avila et al., 2009; Garcia-Lopez et al., 2010), un marqueur des 
cellules de Leydig. En effet, la prolifération de ce type cellulaire interstitiel restant le résultat 
majeur obtenu au niveau de l‟étude de la spermatogenèse, il serait intéressant de voir s‟il est 
corrélé à l‟expression de ce marqueur. 
 
II. Utilisation des connaissances pour une évaluation du risque 
 
II.1. Intérêts de l‟étude dans une perspective d‟évaluation des dangers et des risques 
des PE dans un cadre règlementaire 
 Le clotrimazole agit comme une molécule « anti-androgénique » pour sa capacité à 
inhiber la synthèse d‟androgène in vitro, et indirectement comme une molécule 
« androgénique », dans le sens ou elle active la synthèse d‟androgène in vivo suite à 
l‟activation de la voie Fsh/Fshr. Ainsi, les effets observés in vivo ne sont donc pas le reflet des 
effets observés in vitro. Les 2 modèles apportent donc des informations différentes, l‟un 
permettant de déterminer le potentiel d‟une molécule à inhiber la biosynthèse hormonale (in 
vitro) et l‟autre intégrant l‟ensemble des processus biologiques lié à la synthèse hormonale et 
au catabolisme (in vivo). Il semble donc pertinent d‟utiliser les deux dans une approche visant 
à déterminer les dangers et les risques sur les organismes liés aux PE. 
 Pour évaluer les effets des PE, il existe des méthodes de référence décrites dans des 
textes règlementaires internationaux rédigés par l‟OCDE et réactualisés au cours du temps. 
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 Ainsi, concernant l‟évaluation des dangers et des risques des PE sur la stéroïdogenèse, 
il existe la ligne directrice 456. Ce texte décrit un test in vitro validé permettant d‟effectuer un 
criblage de molécules sur des lignées cellulaires de carcinome surrénalien humain H295R 
exposées pendant 48h à 7 doses croissantes des dites molécules. Des mesures de 
concentrations en stéroïdes, à savoir T et E2, sont ensuite réalisées pour déterminer le 
potentiel de perturbation endocrinienne de la molécule. L‟évaluation des effets potentiels des 
substances chimiques sur la stéroïdogenèse se base uniquement sur une lignée mammifère. A 
ce jour, il n‟existe donc pas de modèles poissons pour évaluer les effets des substances sur la 
biosynthèse hormonale dans les tissus gonadiques. Chez les mammifères, la régulation des 
gènes est tissu-spécifique. Par conséquent, la lignée H295R ne reflète les effets que dans un 
contexte cellulaire bien spécifique. Chez les poissons, il n‟existe pas de lignées cellulaires 
stéroïdogènes, quel que soit le tissu cible considéré. La culture d‟explants de testicule 
constitue donc la seule alternative si l‟on souhaite obtenir des informations qui soient 
spécifiques des poissons. Des modèles similaires ont été développés chez la truite, aussi bien 
chez les mâles que chez les femelles (Monod et al., 1993 ; Rime et al., 2010 ; Marca Pereira et 
al., 2011). Il semble donc que ce type d‟approche puisse être étendu à différentes espèces, ce 
qui représente un avantage certain dans le contexte écotoxicologique. Pour autant, en raison 
de la relative complexité de mise en œuvre de ces essais, il semble difficile d‟envisager ce 
type de test à l‟OCDE comme bio-essai de criblage de l‟activité PE des substances chimiques. 
 Concernant les expérimentations in vivo, deux lignes directrices, 229 et 230, ont été 
validées au sein de l‟OCDE pour tester les produits chimiques. Ces essais impliquent 
l‟exposition simultanée de poissons mâles et de femelles pendant 21 jours et ils sont 
principalement centrés sur les effets de composés interagissant avec les récepteurs gonadiques 
aux stéroïdes, notamment les récepteurs ER et AR. 
- Tout d‟abord, la ligne 229, appelée test de reproduction des poissons à court terme, a été 
validée chez le vairon à tête de boule, et dans une moindre mesure chez le medaka japonais et 
le poisson zèbre. Brièvement, des poissons sont exposés à trois concentrations croissantes 
d‟un composé chimique. Deux critères sont mesurés à la fin de l‟exposition : la vitellogénine, 
chez les trois espèces, et les caractères sexuels secondaires, chez le vairon à tête de boule et le 
medaka uniquement. La fécondité est également évaluée tous les jours et les gonades sont 
prélevées pour une analyse histopathologique. 
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- La ligne 230 décrit un test qui a été pensé pour réaliser des criblages de composés chimiques 
afin d‟évaluer leurs effets sur les activités œstrogéniques et androgéniques ainsi que sur 
l‟inhibition de l‟activité aromatase. Il est donc sensiblement différent de la ligne 229 dans sa 
finalité, même si les mêmes espèces sont utilisées ainsi que des critères communs, comme les 
caractères sexuels secondaires et la mesure de la fécondité. 
 Ces deux tests sont peu adaptés pour renseigner des effets indépendants des récepteurs 
aux œstrogènes ou aux androgènes, et seule la mesure de l‟activité aromatase semble 
pertinente pour étudier les effets des azoles. 
 Dans ce contexte, la démarche expérimentale mise en œuvre au cours de notre étude 
présente un intérêt. Ainsi, la mesure de paramètres in vivo dans le sang et les testicules 
s‟avèrerait pertinente. 
(1) Les testicules pourraient être séparés en deux, avec d‟un côté un testicule destiné aux 
mesures d‟expression de gènes, et d‟un autre côté, un testicule destiné à une analyse 
morphométrique. Une étude récente a en effet montré qu‟il n‟y avait pas de différences 
apparentes en terme de composition en cellules germinales entre le testicule droit et le 
testicule contra-latéral (Leal et al., 2009). Les mêmes auteurs ont montré qu‟il n‟y avait pas 
non plus de différences en termes de marqueurs moléculaires des cellules somatiques et des 
cellules germinales. Ainsi, les testicules peuvent être séparés en deux pour réaliser des 
mesures différentes. Il s‟agirait de mesurer les variations des transcrits des gènes intervenant 
dans le processus de la stéroïdogenèse, comme star, cyp17a1, cyp11c1 et cyp19a1 ainsi que 
les récepteurs aux gonadotropines, fshr et lhr. Pour le testicule contra-latéral, une analyse 
morphométrique permettrait de rechercher un impact sur la gamétogenèse. Pour les mesures 
d‟expression de gènes, ont peut également imaginer que le dévelopement d‟une puce dédiée, 
basé sur les gènes sélectionnés au niveau de l‟étude mais également étendu à d‟autres gènes le 
long de l‟axe HPG, serait intéressant en terme de gain de temps. 
 
(2) Dans le sang, nous avons mis en évidence que la mesure de 11-KT est possible. Elle peut 
en outre aisément se combiner aux mesures de vitellogénine circulante par ELISA comme 
préconisé dans les lignes directrice 229 et 230. Dans notre travail, nous avons mis en avant 
l‟importance de la voie Fsh/FshR dans la médiation des effets du clotrimazole. La mesure de 
paramètres hypophysaires semble donc intéressante du point de vue mécanistique, mais en 
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raison de du temps de prélèvement de l‟hypophyse, de la faible quantité d‟ARN totaux, il 
semble difficile d‟intégrer ces paramètres en routine. Au contraire, les mesures plasmatiques 
des concentrations en gonadotropines circulantes pourraient être d‟intérêt. Cependant, aucun 
dosage spécifique n‟est disponible chez le poisson zèbre. Des développements 
méthodologiques sont donc nécessaires. Indépendamment de ces aspects, il convient aussi de 
considérer que les volumes sanguins chez le poisson zèbre sont faibles et l‟on ne peut 
certainement pas multiplier le nombre de paramètres sanguins à mesurer. 
 
II.2. Vers une approche intégrée et une modélisation des critères d‟évaluation de la 
perturbation 
 Un des moyens d‟exploiter la démarche expérimentale mise en œuvre et les données 
biologiques acquises est de les intégrer dans un modèle, graphique ou mathématique. 
 Dans le cadre de l‟étude des effets de perturbateurs endocriniens chez le poisson, des 
travaux très récents ont eu pour but de développer (i) des modèles graphiques et (ii) 
mathématiques en se basant sur des paramètres biologiques impliqués directement ou 
indirectement dans l‟axe cerveau-hypophyse-gonade. Ces modèles ont pour objectif final 
d‟améliorer la compréhension des systèmes biologiques étudiés ainsi que la capacité à prédire 
les risques associés à l‟exposition à des produits chimiques. Ce ne sont pas les seuls modèles 
qui existent pour l‟étude des perturbateurs endocriniens mais ce sont, à notre connaissance, les 
plus pertinents en termes de perspectives dans le cadre de ce travail de thèse. 
(i) Tout d‟abord, un modèle graphique a été proposé afin de faciliter la recherche en 
écotoxicogénomique et afin de venir en appui à l‟interprétation mécanistique de résultats 
obtenus après exposition à des PE (Villeneuve et al., 2007d). Ce modèle schématise l‟axe 
cerveau-hypophyse-gonade du vairon à tête de boule, qui est représenté par 6 compartiments 
anatomiques symbolisant les organes majeurs impliqués dans l‟axe BPG, à savoir le cerveau, 
l‟hypophyse, la gonade (testicule ou ovaire), le foie et le sang. Au sein de ces compartiments, 
ou entre plusieurs compartiments, sont intégrées les interactions entre des protéines, de 
simples molécules, la régulation transcriptionnelle de gènes. Au total, sont représentés dans ce 
modèle à peu près 300 réactions ou processus différents. Il est important de noter que ce 
modèle est construit sur la base d‟hypothèses en ce qui concerne les interactions entre les 
différents paramètres sélectionnés. Même si ces hypothèses s‟appuient en grande partie sur la 
  Discussion générale 
132 
 
littérature, c‟est un fait à prendre en considération. Pour une molécule testée, des hypothèses 
sont donc posées, à partir des effets, directs ou indirects, que l‟on connait de cette molécule, et 
une prédiction est faite sur l‟influence de la molécule le long de l‟axe cerveau-hypophyse-
gonade. Ensuite les paramètres mesurés sont confrontés au modèle de départ. Par exemple, le 
modèle a été appliqué dans le cadre de l‟étude des effets du fadrozole, qui est un inhibiteur 
d‟aromatase, sur le vairon à tête de boule femelle (Villeneuve et al., 2007d). Les variations de 
niveaux de transcrits de gènes ont été déterminées chez des individus exposés au fadrozole 
par rapport aux niveaux observés chez des témoins. Les résultats montrent que globalement, 
les hypothèses de départ ont été confirmées. Cependant, les mesures d‟expression de gènes 
mesurées dans l‟ovaire ne vont pas toutes dans le sens d‟une compensation biologique, alors 
que c‟était l‟hypothèse de départ. Cela montre donc une des limites de ce modèle, qui reste 
tout de même très pertinent dans son ensemble. 
(ii) De la même manière que le modèle graphique présenté ci-dessus, un modèle intégratif de 
l‟axe cerveau-hypophyse-gonade a été développé chez le vairon à tête de boule, tout d‟abord 
chez le mâle (Watanabe et al., 2009), puis chez la femelle (Li et al., 2011). Ce modèle 
s‟appuie sur la physiologie du vairon à tête de boule pour simuler comment des molécules 
modèles, comme les œstrogènes ou les androgènes, peuvent influencer des paramètres clefs 
de la reproduction, comme les concentrations en stéroïdes sexuels ou en vitellogénine dans le 
plasma. Par rapport au modèle graphique, il y a une prise en compte de plusieurs constantes, 
notamment pharmacocinétiques pour chaque paramètre (par exemple, la constante de 
dissociation d‟une enzyme). En revanche, le modèle prend en compte un nombre plus restreint 
de paramètres. Concernant les résultats , si l‟on prend l‟exemple de la femelle, des simulations 
de Monte Carlo (chaines de Markov) calibrés pour 26 paramètres chez des individus non 
exposés, exposés au œstrogènes ou aux androgènes, montrent qu‟il y a une bonne 
correspondance entre le model prédictif et les données expérimentales.  
 Dans le cadre de notre travail de thèse, nous avons fait une synthèse des données sous 
la forme d‟un schéma qui représente les différents compartiments ou organes par des boites 
qui renfermeraient les différents paramètres mesurés, un peu à la manière du modèle 
graphique développé par (Villeneuve et al., 2007d). Ces différents paramètres seraient 
inhibés, inchangés ou induits en fonction de l‟exposition ou non au clotrimazole. Des flèches 
indiqueraient les liens entre les différents paramètres au sein d‟un même compartiment ou 
bien entre des paramètres de deux compartiments différents. Ce schéma, s‟inspirant également 
des travaux de Zhang et al., 2008 et Liu et al., 2011, est représenté dans la figure 18 ci-après : 














































































Figure 18 : Représentation graphique des effets du clotrimazole (CTZ, 3 concentrations : L = low 71 
µg/L ; M = medium 159 µg/L ; H = high 258 µg/L) sur l‟expression de gènes dans 4 compartiments 
(organes) : le cerveau, le foie, le testicule et le sang après 7 jours d‟exposition. 
 Notre représentation reste assez simple et intègre des hypothèses de départ, comme 
l‟action inhibitrice directe du clotrimazole (CTZ) sur les activités des enzymes de la 
stéroïdogenèse. Les facteurs d‟induction des gènes sont directement représentés par un code 
couleur. Les hypothèses de départ ne sont d‟ailleurs pas toujours vérifiées expérimentalement. 
Par exemple, on pouvait s‟attendre à ce que les effets indirects du clotrimazole, à savoir la 
compensation biologique, passe par une induction de l‟expression du gnrh3. Pour améliorer 
ce schéma, il peut être envisagé de reprendre plus en profondeur le modèle graphique de 
(Villeneuve et al., 2007d). On peut également penser que des mesures plus globales des effets 
génomiques du clotrimazole, par exemple par puce à oligonucléotides, permettrait de 
sélectionner de nouveaux paramètres clefs de ce réseau. Cette représentation schématique 
reste cependant un premier pas vers la création d‟un modèle de type prédictif. Même si cette 
version reste imparfaite, puisqu‟elle prend par exemple en compte un nombre limité de 
paramètres et qu‟elle n‟est pas dynamique dans le temps, elle a l‟avantage de montrer un 
enchainement d‟évènements logiques entre différents « compartiments » le long de l‟axe 
reproducteur suite à une contamination à un composé chimique. 
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Les PE sont des composés chimiques aux modes d‟action complexes pouvant agir de manière 
variée sur la fonction endocrine. Leur présence dans le milieu aquatique a soulevé de 
nombreuses interrogations concernant leurs effets sur les organismes aquatiques. Il y a donc 
une nécessité de développer des outils permettant d‟évaluer les dangers et les risques de ces 
composés sur la fonction de reproduction des organismes aquatiques. Les recherches menées 
sur les PE ont pour but d‟améliorer les connaissances sur les mécanismes d‟action de ces 
composés mais aussi de détecter de manière précoce des altérations potentielles de la fonction 
de reproduction. Cependant, la plupart des études menées jusqu‟à présent se sont focalisées 
sur des molécules agissant par interaction avec des récepteurs nucléaires, en particulier les 
récepteurs hormonaux, alors que comme mentionné ci-dessus, les mécanismes d‟action des 
PE se révèlent être très variés. Ils peuvent agir sur le processus de la stéroïdogenèse. 
 Dans ce contexte, cette thèse a visé à apporter des informations nouvelles sur le 
mécanisme d‟action d‟un fongicide azolé, le clotrimazole, qui est connu pour inhiber des 
activités enzymatiques cytochromes P450. Pour commencer, nous avons focalisé nos efforts 
sur ses effets au niveau de la stéroïdogenèse testiculaire en nous appuyant sur l‟étude d‟un 
réseau de gènes fonctionnels le long de l‟axe cerveau-hypophyse-gonade, ce qui a nous 
permis d‟examiner son mécanisme d‟action. Nous avons également cherché à déterminer son 
impact sur la spermatogenèse, afin d‟explorer ses effets sur la fonction de reproduction. 
 Ce travail, structuré autour d‟axes complémentaires, nous a permis d‟obtenir des 
résultats significatifs par rapport à la problématique posée. De manière générale, il a permis 
de : 
 
(i) Développer de nouveaux outils permettant d‟étudier les effets de composés 
chimiques sur la stéroïdogenèse. Nous avons notamment montré l‟intérêt du 
modèle d‟explant testiculaire à répondre à des fongicides azolés, mais aussi à des 
composés modèles, en termes de synthèse de stéroïde. 
 
(ii) Développer une démarche expérimentale intégrative permettant d‟étudier l‟effet de 
PE sur la stéroïdogenèse. Cette démarche montre la complémentarité des 
approches in vitro et in vivo dans le cas de l‟étude de PE. Elle montre également 
l‟intérêt d‟examiner les niveaux de transcrits d‟un ensemble de gènes le long de 
l‟axe cerveau-hypophyse-gonade ; 
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Plus précisément, ce travail a permis de : 
 
(iii) Montrer une perturbation de la stéroïdogenèse testiculaire après une exposition au 
clotrimazole. Tout d‟abord, nous avons mis en évidence une action directe du 
clotrimazole sur la synthèse et/ou la libération de 11-KT dans les testicules à l‟aide 
d‟un modèle d‟explants testiculaires de poisson zèbre. Ensuite, nous avons montré 
que les effets in vivo étaient différents, avec une induction du niveau des transcrits 
de gènes intervenant dans le processus de la stéroïdogenèse, suggérant un effet 
indirect du clotrimazole. 
 
(iv) Caractériser le mode d‟action du clotrimazole in vivo chez le mâle en montrant que 
l‟induction indirecte de la stéroïdogenèse au sein du tissu testiculaire (induction de 
l‟expression des gènes, induction de la synthèse de stéroïde circulant) passe par 
l‟activation de la voie Fsh/FshR au niveau hypophysaire et gonadique. Ces 
résultats significatifs viennent appuyer l‟hypothèse de la compensation biologique 
proposée par d‟autres auteurs (Ankley et al., 2007; Villeneuve et al., 2007b; Zhang 
et al., 2008a). 
 
(v) Constater un effet du clotrimazole sur la spermatogenèse, avec une augmentation 
du GSI, du nombre de cellules de Leydig et de l‟expression de marqueurs 
spécifiques de différents types cellulaires au niveau de la spermatogenèse. 
 
 Dans l‟ensemble, les objectifs fixés en début de thèse ont été atteints, avec notamment 
une avancée significative dans la compréhension des mécanismes d‟action du clotrimazole, et 
la mise en avant d‟une démarche expérimentale pertinente dans le cadre de l‟étude de 
composés à activité de perturbateur endocrinien. 
 Ces travaux ouvrent par ailleurs de nombreuses perspectives. Tout d‟abord, comme 
énoncé en fin de discussion, une réflexion doit être menée sur l‟apport de la démarche 
expérimentale mise en place et d‟un outil comme la culture d‟explant testiculaire chez le 
poisson dans un contexte règlementaire. Cette réflexion inclut également le développement 
d‟un modèle graphique qui doit être complété par d‟autres paramètres clefs de l‟axe HPG, en 
réalisant par exemple un vaste screening de l‟expression différentielle de gènes par puce à 
oligonucléotides. De la même manière qu‟une analyse avec une puce à oligonucléotides, il 
pourrait être envisagé une analyse de type métabolomique par spectrométrie de masse pour 
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une étude plus systématique des stéroïdes, afin de donner plus d‟informations sur la 
perturbation des voies de synthèse. Nous avons évoqué dans la discussion la mesure des 
gonadotropines circulantes, mais il peut également être envisagé de mesurer d‟autres 
paramètres, comme ceux impliqués dans les rétrocontrôles gonades-cerveau, par exemple 
l‟activine ou l‟inhibine. 
 Deuxièmement, au vu des effets observés chez les mâles, nous pouvons légitimement 
nous poser la question des effets de cette substance chez les femelles (i) peut-on transposer la 
démarche utilisée des individus mâles vers les individus femelles, de l‟étude du réseau de 
gènes le long de l‟axe cerveau-hypophyse-gonade à la morphométrie gonadique? (ii) existe -t-
il des marqueurs moléculaires pertinents des différents types cellulaires ovariens pour les 
cellules somatiques et germinales ? (iii) Quels sont les effets histologiques et les 
conséquences sur la reproduction ? 
 Dans le but d‟apporter des premiers éléments de réponse à ces questions, nous avons 
récemment exposé des mâles et des femelles au clotrimazole (1,5 – 100 µg/L) pendant 21 
jours dans un système de contamination continue, après une période sans exposition de 7 
jours. Dans chaque aquarium, 2 mâles ont été associés à une femelle. Les pontes ont ensuite 
été relevées quotidiennement pendant la période de stabulation et la période d‟exposition. La 
qualité des œufs a été évaluée en mesurant le diamètre du chorion et du vitellus, et le taux 
d‟éclosion a été quantifié. Les premiers résultats ont montré une altération de la qualité des 
œufs pour la plus forte concentration accompagnée d‟une réduction de leur taille. En parallèle, 
des mesures biochimiques ont permis de constater une diminution de la Vtg plasmatique chez 
les femelles. Ensuite, une diminution marquée et dépendante de la concentration du 
clotrimazole, du nombre de pontes a été observée. Cette étude est en accord avec d‟autres 
travaux montrant une diminution des pontes chez des poissons exposés au kétoconazole, au 
prochloraz, ou encore au fadrozole (Ankley et al., 2002; Zhang et al., 2008a). Ces premiers 
résultats restent à confirmer et soulèvent des questions quand aux mécanismes moléculaires 
sous-jacents chez la femelle. 
Enfin, on peut se poser la question des effets de co-expositions de plusieurs azoles. En effet, il 
est intéressant de remarquer que lorsque des mesures sont réalisées en milieu aquatique, 
plusieurs azoles sont retrouvés dans un même échantillon, pouvant aller jusqu‟à 10 ou 15 
molécules différentes. La question des effets de mélange est donc pertinente, car malgré 
quelques études in vitro (par exemple : Sanderson et al., 2002), il y a un manque 
d‟informations in vivo portant sur cette thématique. Y a-t-il une synergie, ou une compétition 
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entre les azoles pour les sites catalytiques des enzymes de la stéroïdogenèse? Quel sont les 
effets de mélanges d‟azoles sur la compensation biologique in vivo ? Enfin, les concentrations 
utilisées dans notre étude étant relativement élevées, il serait intéressant d‟évaluer les effets 
d‟azoles à des concentrations plus proches d‟une réalité environnementale, en augmentant 
cependant les durées d‟exposition. 
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Steroid hormones are key regulators of growth, development and reproduction in vertebrates. 
Sex steroid hormones are mainly produced in the gonads and their plasma concentrations 
change greatly during the process of gonad maturation. In fish, testis tissue produces all three 
major types of sex steroid hormones, progestagens, androgens, and estrogens, each having 
distinct functions in the regulation of spermatogenesis, from spermatogonial stem cell self-
renewal to sperm maturation, while exerting regulatory effects either directly on the testis, or 
indirectly via feedback effects on the brain and/or pituitary (Schulz et al., 2010). However, 
androgens clearly are the quantitatively dominating steroid product of the testis (Schulz et al., 
2010). 
The synthesis of steroid hormones from a common precursor, cholesterol, is supported by 
numerous enzymes including several P450 cytochromes (Baroiller et al., 1999). Among these 
P450 cytochromes, the 17-alpha-hydroxylase, 17, 20 lyase (Cyp17) catalyzes the 
hydroxylation of pregnenolone to 17-alpha-hydroxypregnenolone or of progesterone to 17-
alpha-hydroxyprogesterone, and the cleavage of the C17,20 bond to convert 17-alpha-
hydroxypregnenolone and 17-alpha-hydroxyprogesterone to dehydroepiandrosterone and 
androstenedione, respectively. An in silico study search revealed the existence of two cyp17 
genes (cyp17a1 and cyp17a2) in the zebrafish genome (Zhou et al., 2007). Aromatases 
(Aromatase A (Cyp19a1a) encoded by the cyp19a1a gene and aromatase B (Cyp19a1b) 
encoded by the cyp19a1b gene) catalyze the conversion of androgens into estrogens. Similar 
to mammals, both, Cyp17 and Cyp19a1 proteins are strongly expressed in the Leydig cells of 
the testes of several species of fish (Dalla Valle et al., 2002; Halm et al., 2003; Yu et al., 
2003; Blazquez and Piferrer, 2004; Wang and Orban, 2007; Hinfray et al., 2011) including 
zebrafish (Danio rerio) (De Waal et al., 2009; Hinfray et al., 2011). Initially, Cyp17 was 
thought to be confined to classic steroidogenic tissue but mRNA, protein and activity for this 
enzyme were also detected in other tissues, such as brain (Hojo et al., 2004), liver (Katagiri et 
al., 1998) and stomach, duodenum and kidney for rodents (Dalla et al., 2002). A wide 
distribution of this enzyme in different tissues also in other species, like zebrafish, has been 
demonstrated (Wang and Ge, 2004). Recently, studies in mice detected Cyp17 in germ cells; 
spermatogonia, pachytene spermatocytes, spermatids and sperm (Qiang et al., 2003; Liu et al., 
2005), and the loss of this enzyme is associated with sperm abnormalities and infertility (Liu 
et al., 2005). This suggests that in addition to steroidogenesis, Cyp17 has a role in sperm 
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structure and function (Liu et al., 2005). Cyp19 (P450 aromatase) has also been found in a 
wide variety of tissues in addition to gonads: placenta, bone, adipose tissue, blood vessels, 
skin, endometrium and brain (see review in Chumsri et al., 2011). In the different mammalian 
species studied so far, P450 aromatase expression has been detected in several testicular 
somatic cells (e.g., Leydig cells) as well as in gonocytes, spermatogonia, spermatocytes 
(preleptotene/pachytene), spermatids and spermatozoa (see review in Chumsri et al., 2011). 
However, there is little information available in fish with respect to the question if other 
testicular cell types express these enzymes as well (Carreau et al., 2011).  
Testicular steroidogenesis is very sensitive to exogenous steroids. Effects following in vivo 
exposure of African catfish to testosterone include a loss of the 17,20 lyase but not of the 17-
alpha-hydroxylase activity, and a reduction to 50% of the number of mitochondria and of the 
cytoplasmic area in Leydig cells (Cavaco et al., 1999; Schulz et al., 2008). In adult zebrafish, 
exposure to estradiol in vivo led to an interruption of spermatogenesis following a down-
regulation of testicular androgen synthesis, presumably via feedback inhibition of 
gonadotropin release (De Waal et al., 2009). Several other studies have also documented the 
inhibitory effect of estrogens on the testicular expression of steroidogenic enzymes such as 
cyp17, P450 side chain cleavage, 11-beta-hydroxylase in fish (Govoroun et al., 2001; Baron et 
al., 2005; Filby et al., 2006; Brion et al., 2008; De Waal et al., 2009) which could explain the 
deleterious effects of these compounds on fish reproduction (Brion et al., 2004).  
In this context, the aim of this study was first to localize the cellular sites of synthesis of key 
steroidogenic enzymes (Cyp17, aromatase A and aromatase B) involved in the production of 
androgens and estrogens in zebrafish testis, paying attention also to other cell types than 
Leydig cells. Enzyme protein localization was studied immunohistochemically, using specific 
antibodies against zebrafish Cyp17a1, Cyp19a1a and Cyp19a1b. Furthermore, we have 
evaluated the effect of oestrogen treatment on the localization of these enzymes in order to 
study how deregulation of their synthesis is linked to 17-beta-estradiol-disrupted 
spermatogenesis. The major outcomes of this study are that Leydig cells express Cyp17a1 and 
Cyp19a1a, while testicular germ cells express Cyp17a1 and both, Cyp19a1a and Cyp19a1b. 
Moreover, 17-beta-estradiol exposure specifically affects only Leydig cell Cyp17a1 synthesis, 
preceding the disruption of spermatogenesis. 
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2. Materials and methods 
 
2.1. Zebrafish maintenance  
Adult wild type zebrafish (AB strain) were bred in a laboratory facility at INERIS (France). 
They were maintained in 3.5 L aquaria in a recirculation system (Zebtec, Tecniplast, France) 
on a 14:10 light:dark cycle at a temperature of 25.1 ± 1.0°C. 
 
2.2. Zebrafish exposure 
Adult male zebrafish were exposed to 10 nM of 17-beta-estradiol (E2) or to solvent alone 
(dimethylsulfoxide (DMSO), 0.00001%) during 7 and 14 days. Fish were exposed under 
semi-static conditions in 4 L tanks with 100% water renewal every day (temperature: 28 ± 
1°C; pH: 8.2 ± 0.2; dissolved oxygen: 6.4 ± 0.2 mg/L; conductivity: 269 ± 37 µS/cm). 
Exposure was performed in one tank per condition, each containing 6 male fish. At the end of 
exposure, zebrafish were euthanized in ice-cold water, weighed and measured. Testes were 
removed and weighed to determine the gonadosomatic index (GSI = testis wet weight / total 
fish wet weight x 100). 
 
2.3. cyp17a1 and cyp19a1 mRNA in sorted testicular cell fractions  
To generate data on the cellular localization of testicular cyp17a1 and cyp19a1 expression 
with an independent approach, we used testes from vasa::egfp zebrafish (Krovel and Olsen, 
2002) as tissue donors. Testis tissue from transgenic fish was digested with 0.2% collagenase 
and 0.12% dispase as described previously (Nóbrega et al., 2010). The resulting cell 
suspension was immediately submitted to fluorescence activated cell sorting (FACS) using an 
inFlux cell sorter (BD Bioscience, San Jose, CA, USA, www.bdbiosciences.com). In some 
cases, the vasa::egfp testicular cell suspension was also submitted to a differential plating 
method (Luo et al., 2006) before FACS. Using this method, somatic cells adhere at the bottom 
of the plate while germ cells either remain in suspension after 2-3 days of culture, or are only 
loosely associated with the firmly adhering somatic cells (Fig. 5). Then, FACS settings were 
adjusted to sort Egfp positive and negative cells from total vasa::egfp testicular cell 
suspension and also from floatinged/loosely associated vasa::egfp cells after differential 
plating (Fig. 6 A,B). Autofluorescence was eliminated through the FACS dot plot profile 
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generated with a testicular cell suspension from wild-type males (Fig. 6A). Then, Egfp 
positive and negative cells were collected into tubes, centrifuged in PBS (phosphate buffer 
saline pH 7,4) for 10 min at 900 rpm, and immediately submitted to RNA extraction using 
RNAqueous ® - Micro Kit (Ambion, Austin, TX, USA, http://www.ambion.com) as 
described before (Nóbrega et al., 2010). After cDNA synthesis, the threshold cycle (Cq) 
values of two endogenous reference control genes (elongation factor 1-alpha, ef1; 18S 
rRNA) and of the following target genes were determined: cytochrome P450, family 17, 
subfamily A, polypeptide 1 (cyp17a1) (García-López et al., 2010), cytochrome P450, family 
19, subfamily A, polypeptide 1 (cyp19a1a) (Chiang et al., 2001), steroidogenic acute 
regulatory protein (star) (García-López et al., 2010), insulin-like 3 (insl3) (Leydig cell-
specific gene) (Good-Avila et al., 2009), gonadal soma-derived growth factor (gsdf) (Sertoli 
cell specific gene) (Gautier et al., 2011) and piwi-like2 (piwil2) (germ cell specific gene) 
(Houwing et al., 2008) by qPCR analysis was carried out as reported previously (García-
López et al., 2010). Ct values of target genes (cyp17a1, cyp19a1, star, insl3, gsdf, and piwil2) 
were normalized with the Ct values of the more stable reference gene (ef1α) (Supplemental 
Figure 1), and calibrated with the mean of delta Ct (dCt) of all samples according to the delta-
delta Ct value method. 
 
2.5. Antibodies 
The immunopurified anti-Cyp19a1a antibody was purchased from Tebu-Bio (France, 
reference number: 55474s). According to the manufacturer, this antibody was raised in rabbit 
against a synthetic peptide derived from the C-terminal region of the zebrafish Cyp19a1a 
protein (GenBank accession # NP_571229). Its specificity has been shown by Western-blots 
using zebrafish testis extracts: only one band was detected and this band disappeared when 
blocked by the peptide used for immunization. 
The immunopurified anti-Cyp19a1b antibody used in this study was raised in rabbit against 
the peptide CNSNGETADNRTSKE, corresponding to the last 15 residues (amino acids 497-
511) of the zebrafish Cyp19a1b sequence (AF183908). The immunopurified anti-Cyp17a1 
antibody was also raised in rabbit against two synthetic peptides (AFADYSSTWKFHRK and 
KVRADWEKSPLMQHC) corresponding to the amino acids 126-139 and 505-519 
respectively, of the zebrafish Cyp17a1 sequence (AAP41821). These two antibodies have 
been shown to be specific for the Cyp19a1b protein in zebrafish brain (Menuet et al., 2005; 
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Vosges et al., 2010), and for the Cyp17a1 protein in zebrafish testis (De Waal et al., 2009; 
Hinfray et al., 2011).  
 
2.6. Western-Blot 
To assess the specificity of our Cyp19a1b antibody in zebrafish testis, Western blotting 
procedures were conducted. The details of the whole procedure was described previously for 




Testes were fixed in Bouin‟s fluid for 48 hours. After fixation, samples were dehydrated in 
ethanol and embedded in paraffin, according to conventional procedures. Testis were 
longitudinally sectioned at 5 µm and stained with hematoxylin/eosin or processed in 
immunohistochemistry as described below.  
Morphometric analysis of testis of control and E2-exposed fish was conducted according to 
Feitsma et al. (2007) with some modifications. Volume fractions of various testicular tissue 
components were determined as the area of cysts containing cells normalized by the total area 
of testis analyzed to obtain a percentage of total tissue for each component. These volume 
fractions were determined for each of the following testicular components: type A 
spermatogonia, type B spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa and others 
(somatic cells, blood and lymphatic vessels, connective tissue and empty spaces). Four 
testicular sections (~ 80 µm apart from each other) were analyzed for each fish (N = 6 per 
condition). The weight (mg) of each testis component was determined as the product of the 
volume fraction (%) and the testis weight. These quantifications were blindly performed 
without a priori knowledge of the specimen identity. 
 
2.8. Immunohistochemistry 
Sections were dewaxed and rehydrated, and antigens were unmasked for 3 hours at 80°C in 
EDTA buffer (pH 8.5). Tissue sections were then incubated for 1 hour in a saturation solution 
(PBS containing 0.2% Triton X-100 and 1% milk powder). Incubation with primary 
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antibodies (anti-Cyp19a1a, Cyp19a1b or anti-Cyp17a1) was performed overnight (1:300 
(anti-Cyp19a1b or anti-Cyp17a1) or 1:600 (anti-Cyp19a1a) with 0.5% milk powder in PBS) 
at ambient temperature. After rinsing, sections were incubated for 1h30 with a goat anti-rabbit 
antibody coupled to Alexa fluor 594 (1:200 with 0.5% milk powder in PBS). The specificity 
of the staining was controlled by processing adjacent sections without primary antibody or 
with primary antibody pre-adsorbed with the peptides (100 µg/ml) for Cyp19a1b and 
Cyp17a1. For immunolocalization experiments in non exposed fish from our breeding unit, 
and of DMSO- and E2-exposed fish, 6 adult male zebrafish were used. 
 
2.9. Fluorescence analysis 
Immunofluorescence was observed with a Zeiss AxioImager.Z1 fluorescence microscope 
combined with an ApoTome (Zeiss GmbH, Germany). Micrographs were taken using the 
Axiovision Imaging software. All micrograph presented were series of optical sections along 
the z-axis that were acquired at 0.25 to 0.45 µm intervals with the 20x and 40x objectives and 
projected in a single image (maximum-intensity projection). Fluorescence pictures of testes of 
DMSO- or E2-exposed fish were all series of 20 optical sections acquired with the same time 
of exposure, however, the time of exposure was adjusted for each antibodies used. 
 
2.10. Statistical analysis 
All data presented are mean ± standard deviation. Data were statistically analyzed using the 
Kruskal-Wallis non-parametric test followed by the Mann-Whitney U-test (SPSS software, 
SPSS Inc, USA). Differences between groups were considered to be significant if p < 0.05.  
  
3. Results  
 
3.1. Specificity of the antibodies in the zebrafish testis 
The specificity of our anti-Cyp19a1b antibody was assessed by western-blot on S9 protein 
fractions of zebrafish testis. As shown in Figure 1, the Cyp19a1b antibody specifically 
recognized a single band of about 50 kDa. The observed size of protein is in agreement with 
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those reported in the literature for zebrafish (Menuet et al., 2005) and with the deduced 
molecular weight based on the amino-acid sequence. 
In negative controls of immunohistochemistry experiments (no primary antibody or primary 
antibody pre-adsorbed with synthetic peptides), no cross-reactivity was seen for any of the 
three antibodies (data not shown). 
 
3.3. Immunolocalization of Cyp19a1 and Cyp17a1 proteins in mature zebrafish testis 
By using our specific anti-Cyp19a1 and anti-Cyp17a1 zebrafish antibodies, we localized for 
the first time the cellular sites of expression of the Cyp19a1a and Cyp19a1b enzymes in the 
zebrafish testis and confirmed and detailed the cellular sites of expression of the Cyp17a1 
protein previously described (De Waal et al., 2009; Hinfray et al., 2011).  
Until now, information on the identity of aromatase producing cells in the fish testis was 
scarce. In our study, Cyp19a1a protein was immunolabeled in the cytoplasm of Leydig cells 
(Fig 2 A, B) and all types of germ cells of zebrafish testis (Fig.2 A, C-F) but never localized 
to Sertoli cells. Cyp19a1b protein was immunolocalized in germ cells of zebrafish testis but 
was absent from interstitial cells (Fig. 3). Immunoreactivity was found in the cytoplasm of 
spermatogonia (Fig. 3 A, B, C), spermatocytes (Fig. 3 A, D) and spermatids (Fig. 3 A, E) 
while spermatozoa remained unlabeled (Fig. 3 A, F).  
Androgens also play an important role in spermatogenesis and Cyp17 is a key enzyme for 
androgen synthesis. Cyp17a1 protein was immunolocalized in both germ cells and interstitial 
cells (Fig. 4). 
Labelling of Cyp17a1 protein was observed in the cytoplasm of Leydig cells (Fig. 4 A,B), 
spermatogonia (Fig. 4 A,C), spermatocytes (Fig. 4 A,D), spermatids (Fig. 4 A,E) and 
spermatozoa (Fig. 4 A,F).  
 
3.4. Expression of cyp19a1 and cyp17a1 genes in testicular germ cells enriched fractions 
Only germ cells express Egfp in vasa::egfp transgenic animals. Still, the Egfp-positive cell 
fraction prepared by FACS directly after preparing the cell suspension clearly contained 
Sertoli cells as shown by high gsdf expression levels (Fig. 6D). We hypothesised that this 
observation reflects re-association of germ with Sertoli cells after preparing the cell 
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suspension until the start of the FACS procedure. We speculated that differential plating, in 
order to deplete somatic cells from the suspension, may reduce the contamination. Indeed, 
harvesting by FACS Egfp-positive cells floating or loosely associated 2 days after differential 
plating, clearly reduced Sertoli cell marker gene expression (Figs. 5, 6D). Further gene 
expression analysis showed that zebrafish cyp19a1a expression was equally found in the 
somatic (Egfp-negative) and germ cell-enriched fractions (Egfp-positive, floating or loosely 
associated cells sorted after differential plating) (Fig. 6D). A slight increase in cyp19a1a 
mRNA levels after reducing Sertoli cell contamination, similar to the effect seen on piwil2 
mRNA, supports the view that cyp19a1a is indeed expressed by germ cells also. Moreover, a 
clear signal for cyp19a1a expression in the Egfp-negative fraction (immediately sorted after 
preparing the cell suspension) and hence a pattern different from the Sertoli cell gene gsdf 
suggests that cyp19a1a expression in this fraction is attributable to Leydig cells. 
cyp17a1 expression was detected in both somatic (Egfp-negative) and germ cell-enriched cell 
fractions (Egfp-positive sorted after differential plating) (Fig. 6D). However, somatic cyp17a1 
mRNA seems to dominate quantitatively over germ cell associated expression, and appears 
associated rather with Leydig than with Sertoli cells, since its expression pattern was similar 
to typical Leydig cell genes (insl3 and star) in the Egfp-negative fraction (Fig. 6D), and since 
when reducing Sertoli cell numbers by differential plating, cyp17a1 mRNA levels increased 
in the germ cell enriched fraction. The latter observation moreover shows that cyp17a1 
mRNA is also present in germ cells. 
 
3.5. Effect of estradiol exposure on spermatogenesis and Cyp19a1 and Cyp17a1 protein 
synthesis in mature zebrafish testis 
In vivo exposure to 10nM of E2 either for 7 or 14 days had no effect on body weight of fish 
(data not shown), while a decrease in gonad weights and GSI was observed. Gonad weights 
significantly decreased from 9.4 ± 2.2 mg to 3.3 ± 0.3 mg after 14 days of E2 exposure and 
GSI were significantly reduced from 1.8 ± 0.3 % to 1.4 ± 0.1 % after 7 days and from 2.2 ± 
0.4 % to 1.0 ± 0.0 % after 14 days. 
Quantitative morphometric analysis of zebrafish testis tissue samples collected after 7 and 14 
days of E2 exposure revealed clear, statistically significant shifts in the relative proportion of 
the different germ cell types (Fig. 7 A, B). After 7 days, a decrease of spermatocytes to 60 % 
of the control levels was observed (Fig. 7 A). At 14 days of E2 exposure, the main changes in 
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the morphometric analysis of the testis were the increase of the mass of type A spermatogonia 
(~ 175 % of the control level) and the decrease of the mass of type B spermatogonia (~ 32 % 
of the control level), of spermatocytes (~ 11 % of the control level), of spermatids (~ 25 % of 
the control level) and of spermatozoa (~ 43 % of the control level) (Fig. 7 B). 
We then examined the effect of E2 exposure on the testicular synthesis of Cyp19a1a and b 
and Cyp17a1 proteins. Immunohistochemistry experiments with anti-Cyp19a1 antibodies 
revealed no qualitative difference between control and E2-exposed fish whatever the duration 
of exposure (7 and 14 days). In control and E2-exposed fish testis, Cyp19a1a 
immunoreactivity was observed in Leydig cells and all types of germ cells (Fig. 8), while 
Cyp19a1b was detected in spermatogonia, spermatocytes and spermatids (Fig. 9).  
Contrary to aromatases, E2 exposure (7 and 14 days) led to a strong inhibition of Cyp17a1 
protein immunolabeling in zebrafish testis (Fig. 10). Interestingly, our study revealed that this 
inhibition occurred only in Leydig cells and not in germ cells. Indeed, after 7 and 14 days of 




4.1. Localization of Cyp19a1 and Cyp17a1 proteins in mature zebrafish testis 
In zebrafish, the two cyp19a1 genes were known to be expressed in the mature testis (Sawyer 
et al., 2006; Hinfray et al., 2011). Using immunohistochemistry experiment, we have 
localized here the cellular sites of expression of Cyp19a1 enzymes in the zebrafish testis. We 
have shown that Cyp19a1a is expressed in both, Leydig and germ cells, which has been 
confirmed by an independent technique based on analysing gene expression in FACS-
enriched testicular cell fractions. Using immunohistochemistry, Cyp19a1b, on the other hand, 
was detected only in germ cells. In the serially sex changing gobiid fish, Trimma okinawae, 
expression of the cyp19a1a and cyp19a1b genes was detected in the testis by RT-PCR and in 
situ hybridization detected cyp19a1a mRNA in interstitial cells of the testis whereas cyp19a1b 
mRNA was not detected (Kobayashi et al., 2004). In sea bass, RT-PCR experiments revealed 
the presence of cyp19a1a in testicular germ cells (Vinas and Piferrer, 2008). In rainbow trout, 
while some reported no aromatase immunoreactivity in the testis (Kobayashi et al., 1998), 
others showed aromatase immunolabeling in germ, Leydig, and Sertoli cells although the use 
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of an antiboby against human placental aromatase did not allow differentiating the two 
aromatase isoforms (Kotula-Balak et al., 2008). In a variety of mammals, aromatase has been 
shown to be present and functional in testicular germ cells (for review see (Carreau, 2001). 
Despite certain differences between studies, the localization of aromatase in testis together 
with the known presence of estrogen receptors in fish somatic testicular cells and germ cells 
(Bouma and Nagler, 2001; Wu et al., 2001; Menuet et al., 2002; Vinas and Piferrer, 2008), 
suggests the involvement of estrogens in fish in both major testicular functions, steroid 
production and spermatogenesis. Indeed, in vertebrates including fish, there is evidence to 
indicate that spermatogonial renewal is regulated by estradiol (Miura et al., 1999).  
Like Cyp19a1a, Cyp17a1 protein and gene expression was localized both in Leydig and germ 
cells of zebrafish testis, with a quantitative prevalence in Leydig cells. Our results support 
previous reports that Leydig cells produce androgens in fish testis (Kobayashi et al., 1998; 
Wang and Orban, 2007; Zhou et al., 2007; De Waal et al., 2009; Hinfray et al., 2011). Recent 
studies also showed that the enzymes required for the production of the 11-oxygenated 
androgens typically found in fish (Cyp17 and Cyp11b) are present in male germ cells of fish 
(Vinas and Piferrer, 2008; Sreenivasulu and Senthilkumaran, 2009; Zhang et al., 2010). 
Androgens are required for spermatogenesis ex vivo (Miura et al., 1991) or in vivo (De Waal 
et al., 2009), and recently, a role for the androgens also in milt hydration or in providing the 
proper environment for sperm maturation/conservation has been hypothesized in fish (Rolland 
et al., 2009; Schulz et al., 2010). 
 
4.2. Effect of estradiol exposure on spermatogenesis and Cyp19a1 and Cyp17a1 protein 
synthesis in zebrafish testis 
In the present study, exposure of adult male zebrafish for 7 and 14 days to 10 nM of E2 led to 
alterations of spermatogenesis. Indeed, - fish exposed to E2 for 14 days presented testis with 
an increased mass of type A spermatogonia and decreased mass of type B spermatogonia, 
spermatocytes, spermatids and spermatozoa. These effects are in agreement with a previous 
study where zebrafish were exposed for 21 days to the same concentration of E2 (De Waal et 
al., 2009).  
Immunohistochemistry experiments with anti-Cyp19a1 antibodies showed no evidence for a 
difference between control and E2-exposed fish whatever the duration of exposure (7 and 14 
days). Short term exposures of fathead minnows and medaka to estrogens from 5 to 500 ng/L 
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during either 7 or 14 days had no effect on cyp19a1a gene expression in the testis (Filby et al., 
2006; Zhang et al., 2008). In zebrafish, a 7 days exposure to 10nM E2 had no effect on 
testicular cyp19a1a gene expression (Hinfray and Brion, unpublished data) whereas it 
strikingly inhibited cyp19a1a gene expression in ovary (Hinfray et al., 2006). For aromatase 
B, some studies have shown that testicular cyp19a1b gene expression in fathead minnow 
increased following a 14 day long exposure to estrogens (Halm et al., 2002; Filby et al., 
2006). In zebrafish, no effect was observed on testicular cyp19a1b gene expression after 5 
days of exposure to 1nM E2 (Sawyer et al., 2006), or after 7 days of exposure to 10nM E2 
(Hinfray and Brion, unpublished data). Neural cyp19a1b gene expression, on the other hand, 
is estrogen-sensitive in zebrafish, and it was only in glial or neuro-glial cells that stimulation 
of the zebrafish cyp19a1b gene promoter by estrogens could be demonstrated (Diotel et al., 
2010). Altogether, these reports are in agreement with the absence of effect of E2 on testicular 
aromatases in our study. 
Contrary to aromatases, E2 exposure (7 and 14 days) led to a strong inhibition of Cyp17a1 
protein immunolabeling in zebrafish testis. While this observation is consistent with the 
estrogen-induced decrease in cyp17a1 mRNA levels reported in fish testis (Govoroun et al., 
2001; Baron et al., 2005; Brion et al., 2008; Zhang et al., 2008; De Waal et al., 2009), our 
study moreover revealed that this inhibition occurred only in Leydig cells but not in germ 
cells. Indeed, after 7 and 14 days of exposure, Cyp17a1-positive Leydig cells were absent 
from testis of E2-exposed fish. In the present study, perturbations of spermatogenesis were 
evident after 14 days of E2-exposure. It has been previously stated that estrogen treatment 
induced an androgen insufficiency in zebrafish testis resulting in an interruption of 
spermatogenesis (De Waal et al., 2009). Indeed, in zebrafish, exposures to estrogens for 7 
days lead to inhibition of cyp17a1 expression (Brion et al., 2008; De Waal et al., 2009), a 
decrease of testicular 11-ketotestosterone production (De Waal et al., 2009) and plasma levels 
(Brion, unpublished data), probably related to the disrupted spermatogenesis observed after 14 
days of E2-exposure. The results of our study demonstrate that down-regulation of Cyp17a1 
and hence androgen synthesis in Leydig cells is a major molecular and cellular event in the 
estrogen-induced perturbation of zebrafish spermatogenesis. Our findings also raise several 
questions as regards the expression and regulation of steroidogenic enzymes in germ cells. 
One might ask whether germ cells express all steroidogenic enzymes and therefore whether 
these cells are able to produce locally steroids de novo. Alternatively, the physiological 
significance of Cyp17a1 protein expression in germ cells may depend on the supply of 
  Annexes 
154 
 
steroidal substrates from other (Leydig?) cells for androgen (and possibly subsequent 
estrogen) production. The principle functionality of steroidogenic enzymes in spermatozoa 
has been demonstrated in different vertebrates, ranging from mammals (for review see 
(Carreau, 2001; Carreau et al., 2006) to fish (Sakai et al., 1989; Asahina et al., 1990; Asahina 
et al., 1994). However, irrespective of the enzymes‟ functionality, it is unclear at present why 
Cyp17a1 synthesis was not down-regulated by E2 in germ cells, in contrast to Leydig cells. It 
can be hypothesized that only in Leydig cells there is an appropriate cellular context for 
transcriptional inhibition by E2 or that the Sertoli cell barrier plays a protective role as regards 
to estrogens. Another hypothesis could be that E2 might exert a negative feedback on 
brain/pituitary by inhibiting gonadotropins release. This negative feedback could lead to a 
decreasing stimulation of the Fsh-regulated cyp17a1 expression which might explain the 
inhibition of Cyp17a1 synthesis in Leydig cells which are known to express gonadotropin 




In summary, our study provides new data on the cellular localization and expression of 
Cyp19a1 and Cyp17a1 in the zebrafish testis. Cyp19a1b is synthesized only by germ cells 
(spermatogonia, spermatocytes and spermatids) while Cyp19a1a and Cyp17a1 are synthesized 
by Leydig cells and all types of germ cells; as regards Cyp17a1, both protein and mRNA 
seem to be quantitatively dominating in Leydig cells. Further, we demonstrate that E2 
exposure had no effect on the synthesis of these proteins in germ cells but suppressed 
Cyp17a1 synthesis in Leydig cells after 7 and 14 days of exposure. The estrogen-induced 
androgen insufficiency in Leydig cells is a major event in altering spermatogenesis and 
suggests that germ cells steroidogenesis may have to be fuelled by precursors from Leydig 
cells. Further studies are needed to elucidate the functionality of steroidogenic enzymes in 
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Figure 1 : Immunoblot on zebrafish (Danio rerio) mature testis Cyp19a1b protein. The anti-











Figure 2: Immunolocalization of Cyp19a1a protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio). 
(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cyp19a1a immunoreactive cells (red). 
Arrows indicate Leydig cells. Higher magnifications show that immunoreactivity was 
localized in the cytoplasm of Leydig cells (B), spermatogonia (C), spermatocytes (D), 
spermatids (E) and spermatozoa (F). sc: spermatocytes, sg: spermatogonia, st: spermatids, sz: 
spermatozoa. White: Hoechst staining. Scale Bars = 50 µm (A) and 10 µm (B-F).  
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Figure 3: Immunolocalization of Cyp19a1b protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio). 
(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cyp19a1b immunoreactive cells (red). 
Higher magnifications show that immunoreactivity was localized in the cytoplasm of 
spermatogonia (B), spermatocytes (D), spermatids (E) but not spermatozoa (F). (C) 
Haematoxilin-Eosin staining showing the localization of spermatogonia nucleus (arrows). *: 
natural holes in the testis tissue. sc: spermatocytes, sg: spermatogonia, st: spermatids, sz: 
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Figure 4: Immunolocalization of Cyp17a1 protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio). 
(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cyp17a1 immunoreactive cells (red). 
Arrows indicate Leydig cells. Higher magnifications show that immunoreactivity was 
localized in the cytoplasm of Leydig cells (B), spermatogonia (C), spermatocytes (D), 
spermatids (E) and spermatozoa (F). sc: spermatocytes, sg: spermatogonia, st: spermatids, sz: 
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Figure 5: Differential Plating Method. A. Scheme showing the differential plating method 
adapted for zebrafish testicular cell suspension from Luo et al. (2006). A total cell suspension 
(fraction 1) was obtained from zebrafish testes, and harvested in cell culture medium (L-15). 
After 2 days of culture, only somatic cells with adhesive properties (Sertoli cells, blue 
triangular symbols; Leydig cells, yellow oval symbols) adhere to the bottom of the plate 
(Fraction 2), while germ cells (non-adherent cells; green symbols reflecting their transgenic 
vasa::egfp state) remain floating, or attach loosely to the firmly attached Sertoli cells. After an 
extensive washing step, it is possible to remove floating germ cells and also those germ cells 
weakly attached to the somatic cells, leaving the adherent somatic cells (Sertoli cells, Leydig 
cells, fibroblast and others – Fraction 3) at the bottom of the plate. This method is called 
differential plating due to the different adhesive properties of the different testicular cell 
types. B,C. Fraction 1. Floating cells: adherent and non-adherent cells which can be isolated 
or in groups. GC (germ cell). D,E. Fraction 2. Somatic cells (SC) with adhesive properties at 
the bottom of the plate. Arrow shows interaction between somatic cells and germ cells (GC). 
F,G. Fraction 3. After extensive washing, somatic adherent cells (SC) remain attached to the 
bottom of the plate, while the floating and the weakly attached germ cells were removed.  
 
Figure 6: A. FACS dot plot profile obtained from wild-type (left) and vasa::egfp transgenic 
zebrafish (right) testicular cell suspension. Each dot represents one single event (one cell), x 
axis represents the intensity of Egfp (more to the right – more Egfp, while more to the left less 
or no Egfp), y axis represents another filter which was used to evaluate autofluorescence. 
Selected area in the right graph shows the Egfp positive population which was sorted by 
FACS; the rest consists the Egfp negative fraction. B,C. Testicular cell suspension from 
vasa::egfp transgenic animals before FACS analysis, showing Egfp positive and negative 
cells. B: DIC microscopy. C: Fluorescence microscopy. D. mRNA relative expression of 
several testicular genes (gsdf, insl3, cyp17a1, cyp19a1a, star, and piwil2) in the different cell 
fractions: Egfp + (immediately sorted after cell suspension), Egfp – (immediately sorted after 
cell suspension), and Egfp + sorted after differential plating (2 days after culture) to reduce 
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Figure 7: Zebrafish spermatogenesis after exposure to 10 nM E2 in vivo. Morphometric 
analysis (n = 6 fish per condition) of zebrafish testis sections (n = 4 per fish) after 7 days (A) 
and 14 days (B) of E2 exposure, presenting data as mass (mg) of testicular cell types. . SgA: 
type A spermatogonia, sgB: type B spermatogonia, sc: spermatocytes, st: spermatids, sz: 
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Figure 8: Immunolocalization of Cyp19a1a protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio) 
after exposure to 10 nM of estradiol. Representative micrograph (from n = 6 fish) of 
Cyp19a1a immunoreactive cells (red) in control fish (A) and E2-exposed fish after 7 days (B) 
and 14 days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasm of Leydig cells (arrows), 
spermatogonia, spermatocytes, spermatids and spermatozoa in all fish. Insets show 
immunoreactive Leydig cells at higher magnification. White: Hoechst staining. Scale Bars = 
50 µm. Scale bars in insets = 10 µm 
 
 
Figure 9: Immunolocalization of Cyp19a1b protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio) 
after exposure to 10 nM of estradiol. Representative micrograph (from n = 6 fish) of 
Cyp19a1b immunoreactive cells (red) in control fish (A) and E2-exposed fish after 7 days (B) 
and 14 days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasm of spermatogonia, 
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Figure 10: Immunolocalization of Cyp17a1 protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio) 
after exposure to 10 nM of estradiol. Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cyp17a1 
immunoreactive cells (red) in control fish (A) and E2-exposed fish after 7 days (B) and 14 
days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasm of Leydig cells (arrows) and germ 
cells in control fish. After both 7 and 14 days of E2-exposure, Cyp17a1 protein could not be 
detected in Leydig cells. Inset in (C) shows Leydig cells at higher magnification. White: 
Hoechst staining. Scale Bars = 50 µm. Scale bar in inset = 5 µm. 
 
 
Supplemental Figure 1: Scatter plot to check the stability of 18S rRNA and ef1α mRNAs as 
a housekeeping gene in the different cell fractions. Each dot in the scatter plot represents the 
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